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I - Le mélanome cutané 
 Le mélanome est une tumeur cutanée maligne relativement rare (moins de 5% de l’ensemble 
des tumeurs cutanées) mais particulièrement agressive puisqu’elle est responsable de la majorité des 
décès liés aux cancers de la peau (Chen et al., 2013; Rogers et al., 2010). Cette agressivité est en 
particulier liée aux capacités métastatiques des mélanomes comparativement aux autres tumeurs 
cutanées.  
C’est cette agressivité tumorale particulièrement marquée, son épidémiologie en progression 
constante dans des populations jeunes et les difficultés de prise en charge thérapeutique des formes 
métastatiques qui font considérer le mélanome comme un véritable problème de santé publique dans 
les pays occidentaux. 
 
A - Physiopathologie 
1 – La peau 
 La peau est l’organe de revêtement des vertébrés impliqué dans la protection de l’organisme 
contre le milieu extérieur, le maintien de la température corporelle, le toucher, l’immunité et diverses 
fonctions métaboliques comme la synthèse de la vitamine D. La peau est composée de 3 couches : le 
derme, l’épiderme et l’hypoderme (Figure 1A). Le derme est un tissu conjonctif synthétisé par les 
fibroblastes. Il contient de nombreux vaisseaux sanguins et lymphatiques, des nerfs et des 
terminaisons nerveuses sensitives. Il assure les fonctions mécaniques visco-élastiques de résistance et 
de soutien de l’épiderme et assure sa nutrition par diffusion. L’épiderme est séparé du derme par la 
membrane basale. C’est un épithélium pavimenteux stratifié kératinisé composé de 4 types cellulaires : 
les keratinocytes, les mélanocytes, les cellules de Merkel et les cellules de Langherhans (Figure 
1B)(Mélissopoulos and Levacher, 1998). 
 - Les kératinocytes sont des cellules épithéliales synthétisant la kératine, ce sont les cellules 
majoritaires de l’épiderme. Ils subissent en permanence une maturation caractérisée par une 
évolution morphologique témoignant de leur kératinisation et assurant le rôle de barrière protectrice 
(mécanique et chimique) de l’épiderme. Cette évolution se fait de la profondeur vers la superficie et 
permet de distinguer sur une coupe d’épiderme quatre couches superposées : la couche germinative 
(ou basale), la couche à épines (ou spineuse), la couche granuleuse et la couche cornée (compacte, 
puis desquamante). 
Figure 2 : Origine des mélanocytes 
A : Origine des cellules de la crête neurale: Durant le neurulation, la plaque neurale (en violet) 
s’invagine, laissant se former de part et d’autres les crêtes neurales (en vert). Les crêtes fusionnent 
et le tube neural se sépare de l’ectoderme. Les cellules des crêtes neurales délaminent alors depuis 
la face dorsale du tube neural et migrent au sein de l’embryon. 
 (D’après Gammill, 2003) 
 
B : Les différents types cellulaires dérivant des cellules des crêtes neurales 





 - Les mélanocytes sont les cellules responsables de la synthèse de la mélanine, le pigment 
assurant la pigmentation de la peau et des phanères. Ces cellules se situent dans la couche germinative 
de l’épiderme, elles sécrètent la mélanine sous forme de granules encapsulés appelés mélanosomes. 
Les mélanosomes sont transférés aux kératinocytes voisins dans un processus actif partiellement 
dépendant des rayonnements UV. On appelle unité épidermique de mélanisation l'ensemble constitué 
par un mélanocyte et quelques dizaines de kératinocytes qui en dépendent (en moyenne 1 
mélanocytes pour 36 keratinocytes)(Hoath and Leahy, 2003). A la différence des kératinocytes qui sont 
des cellules épithéliales dérivant de l’ectoderme, les mélanocytes dérivent des cellules de la crête 
neurale. Au cours de l’embryogenèse, lors de la formation du tube neural qui deviendra le système 
nerveux central, les cellules des crêtes neurales s’isolent (Figure 2A), migrent dans différentes parties 
du corps et se différencient en différents types cellulaires tels que les mélanocytes, les cellules neuro-
endocrines (cellules chromaffines de la médullo-surrénale, cellules parafolliculaires, cellules 
sécrétrices de calcitonine de la thyroïde) et les cellules du système nerveux central périphérique 
(neurones sensoriels et glie des ganglions sympathiques et parasympathiques, cellules des capsules 
frontières, cellules de Rohon-Beard, cellules de Merkel, cellules satellites des ganglions autonomes et 
sensitifs, cellules de Schwann des nerfs périphériques)(Figure 2B). De ce fait, ces cellules issues des 
crêtes neurales présentent des capacités migratoires remarquables ainsi qu'une grande diversité 
phénotypique puisqu'elles donnent naissance à de nombreux types cellulaires. L’origine embryonnaire 
des mélanocytes pourrait expliquer les capacités métastatiques spécifiques des mélanomes liées d’une 
part à des propriétés migratoires particulièrement importantes et d’autre part, à leur plasticité, ces 
cellules étant capables de s’établir dans différents organes au cours du processus métastatique. 
 - Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques dérivant des cellules souches 
hématopoïétiques de la moelle osseuse et sont présentes dans tous les épithéliums pavimenteux 
stratifiés des mammifères. Ces cellules sont situées au niveau de couche basale entre les kératinocytes 
avec un rapport aux alentours de 1 cellule de Langerghans pour 53 kératinocytes (Hoath and Leahy, 
2003). Les cellules de Langerhans initient et propagent les réponses immunes dirigées contre les 
antigènes appliqués sur la peau.  
 - Les cellules de Merkel seraient impliquées dans la mécano-réception. Elles sont retrouvées de 
façon dispersée dans la couche germinative entre les kératinocytes basaux au contact d’une 
terminaison nerveuse libre. 
 
Figure 3 : Schéma de progression du mélanome selon le modèle de Clark 





2 – Histoire naturelle du développement des mélanomes 
Les mélanomes se developpent à partir des mélanocytes sous dépendance des UV. Ils 
apparaissent au niveau de la jonction derme-épiderme de la peau. Ils peuvent apparaître de novo (70 
à 80% des cas) ou à partir d’un nævus préexistant (Clark et al., 1984). Les nævus, couramment appelés 
« grains de beauté » sont des tumeurs bénignes de la peau développées aux dépens des mélanocytes. 
La progression du mélanome se fait généralement en 3 stades décrits par le modèle de Clark (Figure 
3) (Clark et al., 1969; Miller and Mihm Jr, 2006) : 
  - Au cours du premier stade les cellules de mélanome présentent une prolifération anarchique 
mais elles sont incapables de traverser la jonction dermo-épidermique et de survivre dans le derme à 
distance des kératinocytes. A ce stade le mélanome reste donc localisé dans l’épiderme. Il peut 
uniquement s’étendre de manière latérale au sein de l’épiderme. Ce stade est appelé mélanome à 
extension radiale ou RGP (Radial Growth Phase) et pourrait durer de 1 à 5 ans (Ibrahim and Haluska, 
2009). L’exérèse d’un tel mélanome prévient toute évolution de la maladie et assure une guérison 
complète de la tumeur sans risque de récurrence métastatique de la maladie (voir partie II-C-2-a-i). 
 - A un stade de plus avancé, les cellules de mélanome deviennent plus agressives : elles sont 
capables de traverser la membrane basale, de quitter l’épiderme, de survivre dans le derme et de le 
coloniser. Le mélanome s’étend dès lors verticalement et envahit les tissus sous-jacents, ce stade de 
la maladie est appelée mélanome à croissance verticale ou VGP (Vertical Growth Phase). A cette étape 
du développement tumoral, l’évaluation du pronostic et du risque de récidive se complexifie car la 
tumeur acquiert un potentiel de dissémination métastatique. Les bilans d’extension par imagerie 
médicale ne permettent pas toujours de dépister les micro-métastases qui peuvent être déjà 
présentes. Afin de mieux différencier ce stade du suivant, depuis plusieurs années est évalué l’intérêt 
de la technique de ganglions sentinelle dont nous reparlerons (partie I-A-C-1-d-ii). 
 - Les cellules de mélanome deviennent ensuite métastatiques, disséminent depuis le derme 
dans l’organisme par voie hématogène et/ou lymphatique et s’implantent à distance de la tumeur 
primaire. Après une première phase optionnelle pouvant associer des métastases loco-régionales 
cutanées et/ou dans les ganglions lymphatiques, les patients développent des métastases à distance 
cutanées et viscérales affectant par ordre de fréquence les poumons, le cerveau et le foie (Nguyen et 








Figure 4 : Les différentes formes anatomo-cliniques des mélanomes cutanés 
A : Mélanome à extension superficielle (SSM : Superficial Spreading Melanoma) 
B : Mélanome de Dubreuilh (Lentigo Melanoma) 
C : Mélanome acrolentigineux affectant la plante des pieds 
D : Mélanome acrolentigineux affectant l’ongle 
E : Mélanome nodulaire 
F : Mélanome uvéal affectant la choroïde 
G : Mélanome muqueux 
 






3 - Formes Anatomo-cliniques 
 Six sous-types histologiques du mélanome sont décrits (Figure 4)(Porras and Cockerell, 1997; 
Scolyer et al., 2011):  
a - Le mélanome à extension superficielle  
(en anglais SSM pour Superficial Spreading Melanoma) (Figure 4A) 
 Le mélanome à extension superficielle est la forme la plus fréquente de mélanome puisqu’il 
représente environ 70% des cas. Il se caractérise par une phase de croissance horizontale intra-
épidermique (mélanome in situ) qui précède de plusieurs mois à plusieurs années une phase de 
croissance verticale, les cellules malignes franchissant dès lors la jonction dermo-épidermique. 
Pendant sa phase de croissance horizontale qui suit le modèle de Clark décrit ci-dessus, le mélanome 
présente l’aspect d’une lésion pigmentée à contours irréguliers polycycliques, de couleur inhomogène 
ou polychrome (noir, marron, rouge, achromique), de diamètre supérieur à 5 mm et dont l’aspect 
change dans le temps (évolutif). Ces critères définissent la règle ABCDE qui sert de base à l’évaluation 
clinique des lésions pigmentées pour le dépistage du mélanome (voir partie I-C-1-a-i).  
 
b - le mélanome nodulaire  
(en anglais NM pour Nodular Melanoma) (Figure 4E) 
 Le mélanome nodulaire représente 15 à 30% des mélanomes (Ibrahim and Haluska, 2009), il se 
présente sous la forme d’un nodule généralement de couleur noire mais parfois achromique, ferme, 
arrondi, pouvant être ulcéré, suinter ou saigner. Sa croissance est très rapide (de quelques semaines à 
quelques mois) et d’emblée verticale. En conséquence, l’épaisseur tumorale (indice de Breslow) est 
souvent élevée (l’indice de Breslow est le principal critère pronostic du mélanome. Nous verrons sa 
définition et sa signification par la suite partie I-C-1-b-i). 
 
c - Le mélanome de Dubreuilh  
(en anglais LMM pour Lentigo Malignant Melanoma)(Figure 4B) 
 Le mélanome de Dubreuilh se développe au niveau des zones soumises à une photo-exposition 
chronique telles que la tête (et en particulier les joues) et le cou. La peau péri-tumorale est le siège 
d’une élastose solaire et l’épiderme est atrophique. L’âge moyen de diagnostic est beaucoup plus élevé 
que pour les autres formes de mélanome et se situe aux environs de 65 ans. La phase de croissance 





jonction dermo-épidermique (phase d’envahissement vertical). Le mélanome de Dubreuilh se 
présente sous la forme d’une lésion pigmentée inhomogène allant du noir au marron foncé. En 
l’absence de traitement et après plusieurs années, le mélanome de Dubreuilh évolue vers une forme 
localement invasive. Bien que la phase initiale de développement intra-épidermique soit très lente, 
dès que le mélanome de Dubreuilh acquiert la capacité de franchir la jonction dermo-épidermique, 
son pronostic et son potentiel de progression dans l’organisme deviennent alors comparables aux 
autres mélanomes. 
 
d - Le mélanome acrolentigineux  
(en anglais ALM pour Acral Lentiginous Melanoma) (Figure 4C et D) 
 Le mélanome acrolentigineux ne représente que 5% des mélanomes de la population générale 
mais c’est la forme clinique majoritairement retrouvée chez les populations de phototype foncé (> 4) 
(Figure 6)(Ibrahim and Haluska, 2009). Dans sa phase initiale, il se présente le plus souvent sous la 
forme d'une tache brune ou noire, aux contours irréguliers au niveau de la plante des mains ou des 
pieds. Le mélanome acrolentigineux peut également se localiser au niveau de la matrice de l’ongle ou 
sur la peau péri-unguéale, sur n’importe quel doigt ou orteil. Il a alors le plus souvent l’aspect d’une 
bande pigmentée longitudinale. Les signes cliniques évocateurs sont : une bande mélanique > 6 mm 
de large, un élargissement proximal, une irrégularité de la pigmentation, une extension péri-unguéale 
de la pigmentation (signe de Hutchinson). 
 
e - Les mélanomes muqueux  
(en anglais mucosal melanoma)(Figure 4G) 
 Les mélanomes muqueux sont des mélanomes rares puisqu’ils représentent moins de 5% de ces 
derniers. Ils peuvent toucher l’ensemble des muqueuses avec une prédilection pour la vulve, le vagin, 
le naso-pharynx et les sinus. Ils se présentent le plus souvent sous la forme d’une tache ou d’un nodule 
brun.  
 
f - Les mélanomes uvéaux (en anglais uveal melanoma)(Figure 4F) 
 Ce sont des mélanomes localisés dans l’œil, ils peuvent affecter l’iris, le corps ciliaire ou la 
choroïde, cette dernière localisation étant la plus fréquente. Ils sont rares et ne représentent que 500 





plus de 50% des patients développent des métastases à distance, avec une prédilection particulière 
pour les localisations secondaires hépatiques (Jovanovic et al., 2013). 
 
Les mécanismes de carcinogenèse conduisant à ces différentes formes semblent très différents 
de même que leurs facteurs de risque et leur pronostic. En effet, alors que le mélanome de Dubreuilh 
survient dans un contexte d’exposition solaire chronique, les mélanomes à extension superficielle sont 
épidémiologiquement associés à des expositions solaires intermittentes intenses et en particulier aux 
coups de soleil. Au contraire, les mélanomes acrolentigineux et muqueux ne sont pas liés à l’exposition 
solaire. Concernant leur agressivité, les mêmes différences existent : les mélanomes nodulaires 
envahissent d’emblée le derme et sont à ce titre de très mauvais pronostic alors que les mélanomes 
de Dubreuilh mettent de nombreuses années à franchir la membrane basale. Par ailleurs, les 
oncogènes impliqués dans ces différentes formes sont différents : alors que les mutations de BRAF et 
de NRAS sont prédominantes dans les mélanomes à extension superficielle, celles de KIT, rarissimes 
dans ces dernières formes (<2%), sont majoritaires dans les mélanomes acrolentigineux. 
 
Pour les raisons précédemment citées les différentes formes de mélanomes sont considérées 
comme des entités cliniques différentes. Par la suite nous nous intéresserons plus particulièrement 
aux mélanomes à extensions superficielles qui sont les plus fréquents. 
 
4 - Epidémiologie 
En 1995, la prévalence du mélanome - définie par le nombre de personnes atteintes d’une 
maladie à un temps « t » - était de 30,8 cas pour 100 000 personnes-année en France et était un des 
taux parmi les plus bas d’Europe d’après l’étude Europreval (Micheli et al., 2002). Par comparaison, la 
prévalence du mélanome en Suède et en Autriche était 4 à 5 fois plus élevée. Le classement des pays 
européen par ordre décroissant de prévalence était le suivant : Suède, Autriche, Suisse, Danemark, 
Finlande, Écosse, Pays-Bas, Islande, Allemagne, Angleterre, Italie, France et Espagne (HAS, 2006).  
D’après les données recueillies sur la période 1980-2005 et publiées en 2008, l’incidence - 
définie par le nombre de nouveaux cas d’une maladie diagnostiquée sur une période donnée - serait 
actuellement de 7400 nouveaux cas en France par an (Belot et al., 2008). Ce nombre reste relativement 
faible en comparaison aux cancers les plus fréquents à savoir le cancer du sein (42.000 nouveaux cas 
en 2005), de la prostate (39 000 nouveaux cas), colorectaux (36 000 nouveaux-cas) ou du poumon (28 
000 nouveaux cas). Les femmes sont plus exposées que les hommes au mélanome puisque l’incidence 
chez les femmes est de 8,8 cas pour 100 000 alors qu’elle n’est que de 7,6 cas pour 100 000 chez 
l’homme. Le mélanome se classe au 12ème rang des cancers les plus fréquents chez l’homme et au 6ème 
Figure 5 : Epidémiologie du mélanome en France entre 1980 et 2010 
A : Evolution du nombre de nouveaux-cas et de décès. 
B : Evolution de l’incidence et de la mortalité 
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rang chez la femme. En raison de l’augmentation très importante de son incidence, le mélanome est 
devenu ces dernières décennies un problème de santé publique dans les pays occidentaux (Thompson 
et al., 2005). En effet, en France, ce taux a été multiplié par 3 chez l’homme et 2,4 chez la femme entre 
1980 et 2000 (Figure 5). Cette augmentation serait en particulier liée au développement des habitudes 
d’exposition récréative au soleil. Les campagnes de sensibilisation du public aux méfaits du soleil 
menées dans les années 1980-90 pourraient avoir porté leurs fruits puisque l’incidence semble se 
stabiliser depuis les années 2000 surtout chez les femmes. En outre, il est à noter que l’augmentation 
des nouveaux cas observée entre 1980 et 2000 correspond surtout au diagnostic de mélanomes à un 
stade précoce. Par exemple, d’après le registre des cancers du Bas-Rhin entre 1980 et 1997 l’incidence 
des mélanomes de stade I avec un indice de Breslow inférieur à 1 mm est multipliée par 6 alors que le 
nombre de nouveaux cas de mélanome d’une épaisseur supérieure à 1 mm reste stable (HAS, 2006; 
INVS). De même aux Etats-Unis l’incidence des mélanomes de bas grade a été multipliée par 3 entre 
1973 et 1994 alors que l’incidence des mélanomes avec extension régionale et à distance est restée 
relativement stable sur cette période (Hall et al., 1999).  
Malgré l’augmentation d’incidence observée au cours de 3 dernières décennies, le nombre de 
décès est resté relativement constant (Figure 5). Il était estimé à 1 570 en 2010 en France soit un taux 
de mortalité standardisé sur la population mondiale de 1,6 pour 100 000 personnes chez l’homme et 
1,1 pour 100 000 personnes chez la femme. En 2000, le taux de mortalité pour 100 000 personnes-
année liée au mélanome plaçait ce cancer au 17ème rang des différents types de cancer chez la femme 
et au 18ème rang chez l’homme (Belot et al., 2008). 
L’épidémiologie du mélanome reste en conséquence préoccupante car malgré une 
amélioration théorique du pronostic de la maladie au moment du diagnostic, la mortalité par 
mélanome reste stable dans la majorité des pays occidentaux. 
 
5 - Facteurs de risque 
Les facteurs de risque multipliant le risque relatif par 2 ou plus peuvent être classés en 2 
catégories: les facteurs extrinsèques (environnementaux et/ou comportementaux) tels que 
l’exposition aux UV, et des facteurs intrinsèques ou innés liés au patrimoine génétique de chaque 
individu. 
a - Les facteurs extrinsèques 
Le lien entre mélanome et exposition solaire a été soupçonné dès 1957 par des études 
australiennes. L’Australie est le pays le plus touché par ce cancer avec une incidence supérieure à 30 
cas pour 100 000 habitants (Thompson et al., 2005). Ceci semble lié à la conjonction de la localisation 
Figure 6 : Influence des phototypes sur l’incidence des mélanomes 
A : Définition des phototypes 
(D’après Vigie Cancer, votre peau en danger) 
 
B : Incidence du mélanome aux Etats Unis en fonction de l’éthnie  
(D’après les données du NCI, www.seer.cancer.gov)  
Race/Ethnicity Male Female 
All Races 27.4 per 100,000 16.7 per 100,000 
White 31.9 per 100,000 20.0 per 100,000 
Black 1.1 per 100,000 1.0 per 100,000 
Asian/Pacific Islander  1.6 per 100,000 1.1 per 100,000 
American Indian/Alaska Native 4.1 per 100,000 3.5 per 100,000 






géographique de ce pays se trouvant à des faibles latitudes, dans une zone où la protection de la 
couche d’ozone est diminuée et du phototype majoritairement clair de ses habitants. Il a été noté que 
l’incidence du mélanome en Australie était beaucoup plus élevée qu’en Angleterre dont est originaire 
la majorité de la population. Par ailleurs, ce taux est également plus élevé près des côtes où la 
population s’expose plus au soleil du fait des loisirs balnéaires que dans les terres. Ce lien entre 
exposition au soleil et mélanome a été confirmé par la suite. L’augmentation d’incidence observée ces 
trente dernières années serait en particulier liée au développement des loisirs balnéaires depuis les 
années 50.  
Les mélanomes de Dubreuilh au même titre que les carcinomes cutanés seraient favorisés par 
les expositions solaires chroniques. Au contraire le risque de développer des SSM et NM serait corrélé 
à des expositions aiguës et intermittentes, en particulier le nombre de coups de soleil pendant 
l’enfance serait un facteur prédictif fort (Armstrong and Kricker, 2001). 
Enfin, au même titre, l’exposition aux UV artificiels via l’utilisation de cabines à bronzer a 
également été démontrée comme un facteur de risque majeur de développer des mélanomes (Chen 
et al., 2013). 
 
 En dehors de l’exposition aux UV, l’immunosuppression qu’elle soit médicamenteuse 
(traitement immunosuppresseur consécutif à des greffes), pathologique (Syndrome 
d’ImmunoDéficience Acquise) ou physiologique (grossesse) favorise la survenue de mélanomes 
cutanés. 
 
b - Les facteurs intrinsèques 
 Les facteurs intrinsèques correspondent essentiellement à des prédispositions génétiques. Ces 
facteurs sont d’autant plus importants qu’ils se cumulent entre eux ainsi qu’aux facteurs de risques 
comportementaux (Thompson et al., 2005). Voici ci-dessous listés les facteurs de risques :  
 - Un phototype cutané clair : Le risque de développer un mélanome est d’autant plus important 
que la coloration de la peau est claire, les sujets dits « Caucasiens » (à peau claire) ont 20 fois plus de 
risque de développer un mélanome que les sujets Afro-Américains (Figure 6)(Armstrong and Kricker, 
2001). Ce risque est maximal pour les personnes de phototype I c'est-à-dire une peau très claire avec 
des cheveux roux ou blonds. 
 - La présence de nævus : Les personnes porteuses d’un nombre de nævus > 40, d’au moins 2 
nævi cliniquement atypiques ou d’un nævus congénital de diamètre > 20 cm sont considérées comme 





 - Les antécédents personnels de mélanome : Le risque relatif est multiplié par 4 et 10% des 
patients ayant présenté un premier mélanome en présenteront un second distinct. 
 - Les antécédents familiaux de mélanome : 10% des cas de mélanome se développent dans un 
contexte d’antécédent familial de mélanome (Tsao et al., 2012). Il existe un risque relatif supérieur à 
2 dès lors que sont touchés au moins 2 membres de la parenté du premier degré, et le risque relatif 
de développer un mélanome est estimé à 8 lorsque 3 membres de la famille, quel que soit le degré de 
parenté, présentent un antécédent de mélanome. Dans ce contexte, il a été mis en évidence que 
certaines formes de mélanome se développaient dans le contexte de la transmission familiale de 
mutations constitutionnelles des gènes CDKN2A et CDK4. Ces mutations sont associées à un risque 
accru de mélanome et peuvent faire l’objet d’une procédure de dépistage familial. 
 - Les personnes atteintes de Xeroderma Pigmentosum (Enfants de la Lune) ont également un 
risque très élevé de développer des mélanomes suite à l’exposition aux UV. 
 
B - Carcinogenèse : gènes et voies de signalisation impliqués dans la 
mélanomagenèse 
1 - Généralités 
L’identification des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs est à l’origine d’avancées 
majeures en cancérologie. La découverte des oncogènes a été notamment permise par l’étude de virus 
oncogènes tels que celui du sarcome de Rous du poulet (Weiss and Vogt, 2011). Le génome de ce 
dernier code pour la protéine Src qui, lorsqu’elle est exprimée dans les cellules infectées par le virus, 
induit leur transformation cancéreuse. Par la suite de nombreux oncogènes cellulaires ont été 
identifiés, notamment RAS, EGFR, BRAF. Ces derniers sont la cible de mutations induisant une 
activation constitutive de la voie de signalisation correspondante et responsable de leur effet 
transformant. Si l’activation d’un seul oncogène semble suffire dans quelques pathologies à initier la 
tumorigenèse, dans la majorité des cas la transformation cancéreuse des cellules résulte de l’activation 
conjointe de plusieurs oncogènes et/ou de la perte de gènes suppresseurs de tumeurs.  
La fréquence, la localisation et la nature des altérations génétiques varient fortement d’un 
cancer à l’autre. Les mélanomes feraient partie des tumeurs concentrant un très fort taux de mutations 
(Alexandrov et al., 2013; Vogelstein et al., 2013).  
 
Figure 7 : Voie de signalisation PI3K/AKT 
La fixation d’un facteur de croissance sur son RTK active ce dernier par autophosphorylation, 
activant ensuite une PI-3-Kinase (PI3K). Cette dernière transforme le PIP2 membranaire et PIP3, la 
réaction inverse étant assurée par la phosphatase PTEN. La formation de PIP3 par la PI3K induit le 
recrutement à la membrane des protéines à domaine Pleckstrine AKT/PKB et PDK1. PDK1 est 
alors phosphorylée et phosphoryle à son tour AKT/PKB conduisant à son activation. AKT/PKB 
ainsi activée se dissocie de la membrane et active par phosphorylation ses différentes cibles 
cytosoliques et nucléaires. Ces dernières induisent alors l’augmentation de la synthèse protéique et 
des signaux de survie permettant la croissance cellulaire. 
(Adapté de Alberts, 2002) 
PTEN 





Figure 8 : Processus cellulaires contrôlés par AKT via ses différentes cibles 
 




2 – La voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 
L’activation de la voie des MAPK suite à l’activation d’oncogènes comme NRAS, BRAF et KIT 
constitue l’altération la plus fréquemment retrouvée dans les mélanomes. Nous détaillerons dans le 
chapitre suivant les causes et conséquences de l’activation de cette voie ainsi que l’intérêt et les limites 
de son ciblage thérapeutique (voir partie II).  
 
3 - Activation de la voie PI3K/AKT 
a - Présentation de la voie PI3K/AKT 
La voie PI3K/AKT est une voie de signalisation cellulaire impliquée dans de nombreux processus 
tels que la croissance et la prolifération cellulaire, la survie, le métabolisme et la réponse immunitaire. 
A l’état physiologique, cette voie permet l’intégration de signaux issus des récepteurs membranaires 
couplés à des tyrosines kinases (RTK) ou aux protéines G (RCPG). En réponse à la fixation d’un facteur 
de croissance sur son récepteur, une Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase (PI3K) est activée et phosphoryle 
le Phospho-Inositide-4,5-biPhosphate (PIP2) en Phospho-Inositide-3,4,5-triPhosphate (PIP3). Ce dernier 
recrute alors, via son domaine PH (Pleckstrin Homology), les kinases PDK1 (Phosphoinositide-
Dependent protein Kinase 1) et AKT (également appelé PKB, Protein Kinase B) conduisant à l’activation 
de cette dernière par phosphorylation (Figure 7). AKT peut dès lors phosphoryler ses nombreuses 
cibles aussi bien membranaires que cytosoliques ou nucléaires impliquées dans la survie et la 
croissance cellulaire telles que HDM2, NF-κB, mTOR, p27, BAD (Figure 8)(Alberts et al.; Liu et al., 2009). 
Cette voie de signalisation est en revanche inhibée par la phosphatase PTEN (Phosphatase 
TENsin homologue) qui induit l’inactivation du PIP3 (Figure 7). 
 
Dans les cancers la voie PI3K/AKT est souvent hyperactivée. Cette hyperactivation peut être la 
conséquence de plusieurs anomalies : 
- Mutations activatrices d’une PI3K. 
- Mutations activatrices ou amplifications d’AKT. 
- Mutations inactivatrices ou délétions de PTEN. 
- Mutations activatrices de Ras et de RTK. 
Les 2 dernières éventualités sont majoritaires dans les mélanomes bien qu’une étude récente ait mis 
en évidence des mutations des sous-unités régulatrices de PI3K (Shull et al., 2012). Au total, les 
altérations de la voie PI3K pourraient concerner plus de 60% des mélanomes (Nikolaou et al., 2012). 
 
Figure 9 : Anomalies affectant le gène PTEN dans les cancers, localisations, 
conséquences sur la protéine 
A : Structure de la protéine PTEN et localisation de ses modifications post-traductionnelles. 
PTEN est une protéine de 403 acides aminés structurée en 5 domaines fonctionnels:  
- Un domaine PBD en N-terminal de liaison au PIP3 
- Un domaine porteur de l’activité catalytique phosphatase 
- Un domaine C2 commun avec certaines PI3K et impliqué dans l’adressage de ces protéines à la 
membrane plasmique 
- Un domaine « queue » (« tail ») permettant le repliement du domaine PDZ sur le domaine C2 en 
conformation inactive 
- Un domaine « PDZ-Binding Domain » impliqué dans la liaison de PTEN à des protéines portant 
des domaines PDZ telle que p85. 
PTEN est par ailleurs régulée par de nombreuses modifications post-traductionnelles 
(phosphorylation, Oxydation, Acétylation, Ubiquinylation) mentionnées sur le schéma. 
 
B : Localisation et conséquences sur la protéine correspondante de anomalies affectant PTEN 
dans les cancers. 
Dans les cancers, le gène PTEN peut être totalement ou partiellement délété. Il peut contenir des 
mutations ponctuelles formant des codons STOP ou des substitutions d’acides aminés. Il en résulte 
respectivement une absence totale de la protéine, une protéine mutée ou une protéine tronquée 
inactive. 





b - Perte de PTEN 
PTEN est une lipide/protéine phosphatase qui inhibe la voie PI3K/AKT jouant ainsi un rôle de 
suppresseur de tumeurs (Figure 7 et 9A).  
Dans les cancers, de nombreuses anomalies de ce gène conduisant à une perte de fonction de 
la protéine correspondante ont été identifiées (Figure 9B)(Song et al., 2012b): 
- Délétion partielle ou complète du gène. 
- Mutations ponctuelles induisant l’apparition d’un codon STOP et aboutissant à une 
protéine tronquée non fonctionnelle. 
- Mutations ponctuelles induisant la substitution d’acides aminés primordiaux ou le 
décalage du cadre de lecture. Ces mutations sont retrouvées sur l’intégralité du gène, mais 
l’exon 5 codant pour le domaine phosphatase est touché de manière préférentielle (33% 
des mutations). 
- Perte d’expression de la protéine malgré une séquence génétique indemne par 
méthylation du promoteur. 
 
Dès 1988, des anomalies du chromosome 10 et spécialement le locus 10q24, correspondant à 
PTEN, ont été mises en évidence et semblaient être plus fréquentes dans les formes avancées de la 
maladie, en particulier métastatiques (Parmiter et al., 1988). Par la suite des études plus détaillées ont 
montré que les altérations génétiques de PTEN étaient fréquentes dans les lignées  de mélanome (30-
40%) mais plus rarement retrouvées au niveau de biopsies (5-15%)(Birck et al., 2000; Dahl and 
Guldberg, 2007; Guldberg et al., 1997). Le faible taux des altérations génétiques de PTEN dans les 
mélanomes semble en contradiction avec son rôle clé de suppresseur de tumeurs démontré in vitro. 
En effet, il a été démontré que la ré-expression de PTEN dans des lignées cellulaires de mélanome qui 
en étaient dépourvues affectait leur prolifération, leur tumorigénicité et leurs capacités métastatiques 
suggérant le rôle clé de PTEN en tant que gène suppresseur de tumeur dans ce cancer et en particulier 
au cours de la progression métastatique (Stewart et al., 2002). Ces données ont conduit à des études 
plus approfondies s’intéressant en particulier à l’expression de la protéine PTEN dans des 
prélèvements tumoraux de mélanome. Celles-ci ont montré que l’expression de PTEN était altérée 
dans la majorité des mélanomes (15% perte totale d’expression, 50% expression diminuée). De 
manière surprenante la perte d’expression n’était pas toujours en rapport avec des mutations ou des 
délétions. En fait, il existe des ilôts CpG dans le promoteur de PTEN qui sont méthylés dans la majorité 
des mélanomes conduisant à une réduction de l’expression de ce gène. Cette régulation épigénétique 
touche plus de 50% des patients et constituerait un facteur de mauvais pronostic (Aguissa-Touré and 
Li, 2011; Lathtz et al., 2009). Cependant, ces taux semblent très variables d’une étude à l’autre, Goel 
Figure 10 : Structure des protéines AKT 
Les 3 isoformes AKT1, 2 et 3 sont composées de 3 domaines: 
 - Le domaine PH (Pleckstrin Homology) permet via la liaison au PIP3 le recrutement d’AKT 
à la membrane plasmique. Le hotspot de mutation E17K de AKT1 est situé dans ce domaines. 
 - Le domaine kinase porteur de l’activité catalytique. Il est régulé par phosphorylation par 
PDK1 sur la thréonine en position 308 (pour AKT 1 et 2 et 305 pour AKT3). Quand AKT est 
inactive, localisée dans le cytosol, le domaine kinase est masqué par le domaine PH. Le recrutement 
à la membrane d’AKT induit un changement de conformation rendant alors le domaine kinase 
accessible à PDK1. Cette phosphorylation est nécessaire et suffisante à l’activation d’AKT. 
 - Le domaine régulateur contenant une queue hydrophobe. Sa phosphorylation sur la sérine 
473, si elle n’est pas strictement nécessaire, augmente l’activité catalytique d’AKT. Elle pourrait 
également moduler la spécificité d’AKT pour ses différentes cibles. Les mécanismes induisant une 
telle phosphorylation sont encore mal caractérisés, ils pourraient impliquer l’autophosphorylation 
d’AKT ou sa phosphorylation par d’autres kinases. Des kinases aussi variées que PDK2, ILK, 
mTOR2, DNA-PK ont été proposées. 
Les mécanismes conduisant à l’inactivation d’AKT sont mal connus, la phosphatase PP2A serait 
impliquée dans la déphosphorylation de la T308 et PHLPP dans celle de la S473. 





et ses collaborateurs ne retrouvent une perte d’expression de PTEN que dans 20% des tumeurs (Goel 
et al., 2006). Il est par ailleurs à noter que ces altérations sont plus fréquemment retrouvées dans des 
biopsies de métastases qu’au sein de tumeurs primaires. 
Enfin des études sur modèles murins complétées par des données cliniques ont montré de 
manière très élégante que PTEN coopérait avec BRAF pour promouvoir la progression des mélanomes. 
En effet, l’introduction de la mutation BRAFV600E ou la délétion de PTEN spécifiquement dans les 
mélanocytes de souris génétiquement modifiées ne conduit pas à l’apparition de mélanome. La 
mutation BRAFV600E induit une hyperplasie mélanocytaire présentant des similitudes avec les nævus 
humains, ces lésions n’évoluant pas vers des tumeurs malignes même après 20 mois de suivi. 
Parallèlement, l’inactivation de PTEN par la délétion homozygote d’un ou plusieurs de ses exons par le 
système Cre/Lox dans les mélanocytes ne conduit à aucune modification phénotypique particulière, 
démontrant l’absence de rôle initiateur de la perte de PTEN dans le mélanome. En revanche, la perte 
de PTEN concomitante avec l’activation BRAF conduit à l’apparition extrêmement rapide (7-10 jours) 
de mélanomes accompagnés de métastases ganglionnaires et pulmonaires nécessitant l’euthanasie de 
ces souris dans les 20 à 25 jours (Dankort et al., 2009).  
Chez l’Homme, plusieurs études retrouvent une association fréquente entre la perte de PTEN 
et la mutation BRAFV600E aussi bien dans des lignées cellulaires que sur des biopsies, renforçant ainsi 
l’hypothèse d’une coopération de ces 2 voies dans la mélanomagenèse (Haluska, 2006; Tsao et al., 
2004a). En revanche, l’association de la perte PTEN avec des mutations activatrices de NRAS semble 
beaucoup plus rare même s’il existe des contradictions entre les différentes études. Il est possible 
d’émettre l’hypothèse que les mutations de NRAS, conduisant déjà une activation de la voie PI3K, la 
perte additionnelle de PTEN n’apporte pas d’avantage aux cellules tumorales. 
 
c - Activation d’AKT3 
Initialement AKT a été identifiée comme l’oncogène responsable du pouvoir transformant du 
rétrovirus murin AKT8 induisant des lymphomes chez la souris. Par homologie, 3 gènes indépendants, 
AKT1, AKT2 puis AKT3 ont été identifiés chez l’Homme. Ils codent pour les 3 protéines AKT1, 2 et 3 (ou 
PKBα, β et γ) présentant plus de 85% d’homologie. Ces protéines sont des sérine/thréonine kinases 
dont la structure et les mécanismes d’activation sont détaillés dans la figure 10 (Hers et al., 2011; 
Vivanco and Sawyers, 2002). 
 Les rôles spécifiques de chaque homologue restent mal définis. In vitro elles ont toutes 3 un 
pouvoir transformant. En revanche leur expression respective varie d’un tissu à l’autre : AKT1 est 





adipocytes où elle est impliquée dans la régulation du métabolisme glucidique en réponse à l’insuline 
alors que l’expression d’AKT3 serait restreinte physiologiquement aux testicules et au cerveau. 
 
 Dans les cancers, des anomalies induisant une hyperactivation d’AKT indépendante de PI3K ont 
été décrites (Liu et al., 2009) : 
- La mutation activatrice E17K d’AKT1 a été mise en évidence dans des cancers mammaires, 
colorectaux et ovariens. 
- Des amplifications d’AKT2 sont fréquemment retrouvées dans les cancers ovariens, 
pancréatiques (10%), colorectaux (57%), hépatiques (40% des hépatocarcinomes).  
- AKT3 est également le siège d’amplification et de mutations. 
 
Dans le cas particulier des mélanomes, c’est préférentiellement AKT3 qui semble jouer un rôle. 
Peu de mutations de ce dernier gène ont été reportées (un seul article rapporte de telles mutations 
dans 2 lignées cellulaires sur les 65 et dans 2 biopsies issues du même patient sur 137 échantillons) 
(Davies et al., 2008). En revanche, des amplifications induisant une surexpression corrélée à une 
hyperactivation d’AKT3 sont retrouvées dans 40 à 60% des mélanomes par comparaison à des nævus 
(Stahl et al., 2004). 
 Cette hyperactivation d’AKT3 serait impliquée au même titre que la perte de PTEN dans la 
progression du mélanome au cours des stades tardifs. En effet, à ce jour aucune étude n’a montré in 
vitro ou chez la souris l’implication d’AKT dans l’initiation du mélanome. En revanche, cette activation 
semble coopérer avec d’autres mutations telles que celle de BRAF et favoriser la progression en 
particulier la transition RGP/VGP (Cheung et al., 2008; Govindarajan et al., 2007). 
 
Enfin, il est à noter que la voie PI3K/AKT est à ce jour considérée comme une cible 
thérapeutique d’intérêt majeur en cancérologie. De nombreux inhibiteurs sont en cours de 
développement ou d’essais cliniques (voir Figure 22B).  
 
4 - Inactivation des voies p16INK4A/CDK4/CD1/Rb et/ou p14ARF/p53 
a - Le locus CDKN2A 
 Le lien entre les prédispositions familiales aux mélanomes et les mutations du gène CDKN2A a 
été clairement démontré dès 1994 (Hussussian et al., 1994). CDKN2A est à ce jour le principal gène 
impliqué. En effet, des altérations de ce dernier sont retrouvées dans 40% des mélanomes familiaux 
et, selon la région géographique de résidence, 58 à 91% des porteurs de telles altérations développent 
Figure 11 : CDKN2A, un gène majeur de prédisposition au mélanome 
A : Structure du gène CDKN2A. Il conduit via 2 promoteurs distincts et un épissage alternatif à 2 
transcrits différant par leur premier exon et codant pour les protéines p16INK4A et p14ARF.  
(D’après Chin, Nat Rev. Cancer 2003) 
B : Localisation des mutations de CDKN2A retrouvées dans les familles prédisposées au 
mélanome. Les mutations sont réparties sur l’intégralité du gène et affectent p16INK4A et/ou p14ARF 
en fonction de leur localisation.  








un mélanome avant l’âge de 80 ans (Bishop et al., 2002; Ward et al., 2012). Ce gène est également 
muté ou éteint par méthylation dans 25 à 50% des mélanomes sporadiques (Miller and Mihm Jr, 2006) 
ainsi que dans d’autres cancers. Ses mutations germinales prédisposent également au cancer du 
pancréas mais avec une pénétrance beaucoup plus faible que pour le mélanome (Goldstein, 2004).  
Le gène CDKN2A est constitué de 4 exons et code via 2 promoteurs et un épissage alternatif 
pour 2 protéines ayant un rôle de suppresseur de tumeur : p16INK4A et p14ARF (correspondant à p19ARF 
chez la souris) (Figure 11A). En fonction de leur localisation, les mutations de CDKN2A affectent l’un, 
l’autre ou les 2 transcrits : les anomalies de l’exon 1α n’affecte que p14ARF, celles de l’exon 1β 
uniquement p16INK4A, alors que celles de l’exon 2 affectent les 2 protéines (les exons 3 et 4 étant 
rarement touchés). Bien que des mutations soient retrouvées sur l’intégralité du gène, une majorité 
d'entre elles est localisée sur l’exon 1α et n’affecte que p16INK4A (Figure11B). Par ailleurs, l’inactivation 
concomitante de p16INK4A et p14ARF lors de mutations situées dans l’exon 2 a un effet additionnel (Tsao 
et al., 2012).  
 
b - Implication de la voie p16 INK4A/CDK4/CD1/Rb 
 La protéine p16INK4A est un suppresseur de tumeur. Elle est en particulier impliquée dans l’arrêt 
du cycle cellulaire et l’entrée en senescence. 
 En conditions physiologiques, p16INK4A n’est pas exprimée dans les tissus à l’âge adulte. En 
revanche, en réponse à l’activation d’oncogènes, au raccourcissement des télomères, au stress 
oxydant ou aux dommages à l’ADN, il existe une activation transcriptionnelle de p16INK4A encore mal 
caractérisée. L’activation d’oncogènes tel que Ras et BRAF, induirait l’expression de p16INK4A via les 
facteurs de transcription Ets-1 et Ets-2. Dans le cas de stress oxydant, ce serait p38 qui jouerait un rôle 
(Ben-Porath and Weinberg, 2005). 
 La protéine p16INK4A ainsi induite est alors capable de se lier et ainsi d’inhiber les kinases 
dépendantes des cyclines 4 et 6 (CDK4 et CDK6). Par la séquestration de CDK4, p16INK4A prévient la 
formation du complexe CDK4/Cycline D1 inhibant ainsi la phosphorylation inhibitrice de la protéine du 
rétinoblastome (Rb) par le complexe. En présence de p16INK4A, la protéine Rb est fixée sur E2F 
prévenant la transcription des gènes cibles impliqués dans la réplication. Il en résulte un arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1/S qui conduira par la suite à l’entrée des cellules en sénescence (Figure 12A et 
C). De facto, la perte de p16INK4A se traduit par une hyperactivité de CDK4 qui est de ce fait considérée 
comme une cible thérapeutique d’intérêt. 
 Au même titre que la perte de p16INK4A, l’activation constitutive de l’onco-protéine CDK4 inhibe 
l’entrée en sénescence en évitant le contrôle de la transition G1/S. En effet la mutation de CDK4 
Figure 12 : Implication des protéines codées par le locus CDKN2A dans l’arrêt du 
cycle cellulaire en réponse aux stress oncogéniques 
A : Signalisation de la voie p16INK4A/CDK4-CD1/Rb : Quand elle est présente et fonctionnelle 
p16INK4A se lie à CDK4, entraînant la dissociation du complexe CDK4-CD1, maintenant Rb active 
liée à E2F et induisant ainsi l’arrêt du cycle cellulaire en G1/S.  
B : Signalisation de la voie p14ARF/HDM2/p53 : Quand elle est présente p14ARF se lie à HDM2. 
HDM2 ne peut plus se lier à p53 et induire sa dégradation, p53 s’accumule dans les cellules 
entraînant un arrêt du cycle cellulaire et éventuellement l’apoptose. 
C : L’induction de p16INK4A et/ou p14ARF suite à l’activation d’oncogènes tels que Ras ou 
BRAF induit l’entrée en sénescence des cellules et prévient ainsi la tumorigenèse 















affectant l’arginine en position 24 empêche la liaison de ce dernier avec p16INK4A et conduit ainsi à son 
activation constitutive.  
 
 Dans les mélanomes, 3 mécanismes mutuellement exclusifs conduisent à l’inactivation de la 
voie p16 INK4A /CDK4/CD1/Rb: 
 
i - L’inactivation de p16 
 Plusieurs mécanismes conduisent l’inactivation de p16 INK4A tels que les mutations, les délétions 
et la méthylation du promoteur. Dans une étude intéressant 77 biopsies de mélanomes métastatiques, 
p16INK4A est retrouvée mutée dans 12% des cas, délétée de manière homozygote dans 23% des cas, 
délétée de manière hétérozygote dans 45% et son promoteur est méthylé dans 19% des cas. In fine, la 
protéine p16 INK4A n’est exprimée que dans 15% des cas (Jonsson et al., 2010). En revanche, dans les 
mélanomes primaires l’expression de p16 INK4A est retrouvée dans 70% des biopsies, suggérant un rôle 
préférentiel de p16INK4A au cours du processus métastatique. Dans une autre étude ayant déterminé le 
statut mutationnel de p16INK4A dans 99 couples de mélanomes primaires/métastatiques, 14% des 
mélanomes métastatiques sont porteurs de mutations alors que cela ne concernait que 7% des 
mélanomes primaires (Colombino et al., 2012). Ces données cliniques suggèrent que p16INK4A serait 
impliquée dans le processus métastatique, nous verrons par la suite que les modèles de souris 
transgéniques soutiennent cette hypothèse. 
 
ii - L’activation de CDK4 
CDK4 est après CDKN2A le deuxième gène de par sa pénétrance impliqué dans les 
prédispositions familiales au mélanome. Il est actuellement estimé que 2% des familles prédisposées 
aux mélanomes le sont par le fait de mutations de CDK4 qui affectent systématiquement l’arginine en 
position 24 (Ward et al., 2012). Dans les mélanomes sporadiques, cette mutation ainsi que des 
amplifications de CDK4 sont également retrouvées en particulier dans les mélanomes acrolentigineux 
et muqueux (Curtin et al., 2005; Tsao et al., 2012). 
 
iii - Amplification de CCND1 
 Des amplifications du gène CCND1 codant pour la cycline D1, partenaire de CDK4, sont 






iv - Les mutations de Rb 
 Contrairement aux autres cancers, les mélanomes sont très rarement porteurs d’anomalies de 
Rb. Il existe tout de même une susceptibilité au mélanome chez les porteurs de mutations de Rb 
(Flaherty et al., 2012a). 
 
 Si de par leur fréquence, la perte de p16INK4A ou l’activation de CDK4 semblent jouer un rôle 
crucial dans la mélanomagenèse, ces dernières ne semblent pas être suffisantes et semblent 
préférentiellement impliquées dans le processus métastatique.  
 Cette hypothèse est confirmée dans les modèles transgéniques de souris où elles favorisent la 
tumorigenèse suite à l’exposition à des carcinogènes et coopèrent avec l’activation d’oncogènes tels 
que Ras. En effet, chez la souris, le knock-in CDK4R24C même à l’état homozygote ne conduit pas à 
l’apparition de mélanomes spontanés. En revanche, en réponse à l’exposition à des carcinogènes tels 
que l’association DMBA et TPA ou en association avec des mutations de Ras, plus de 50% des souris 
CDK4R24C développent des mélanomes métastatiques (Hacker et al., 2006; Sotillo et al., 2001). De 
manière tout à fait similaire, les souris INK4A-/- ne développent pas spontanément de mélanomes mais 
la conjonction d’une telle délétion avec l’activation de Ras, en particulier NRASQ61K, dans les 
mélanocytes conduit au développement de mélanomes chez plus de 90% des souris en moins d’un an, 
accompagnés de métastases ganglionnaires, hépatiques et pulmonaires (Ackermann et al., 2005). 
 L’existence d’une telle coopération chez les patients reste à démontrer. En effet, les résultats 
des études sur l’association d’anomalies de p16INK4A (mutation/délétion/méthylation) et de mutations 
BRAF ou de NRAS sont contradictoires (Colombino et al., 2012; Daniotti et al., 2004; Jonsson et al., 
2010). 
 
c - La voie p14ARF/HDM2/p53 
Comme p16 INK4A, p14ARF est un senseur de l’activation oncogénique, sa transcription est activée 
notamment en réponse à l’activation de Ras et MYC, à la perte de RB1 et en réponse aux dommages à 
l’ADN. Lorsque p14ARF est présente, elle se lie à HDM2 prévenant l’ubiquinylation par ce dernier de p53 
et donc sa dégradation. L’accumulation de p53 induit alors un arrêt du cycle cellulaire en G2/M, suite 
à cet arrêt du cycle, la cellule pourra ré-entrer dans le cycle cellulaire après réparation des dommages, 
entrer en apoptose ou en sénescence. En l’absence de p14ARF, p53 ne peut donc pas correctement 
jouer son rôle de suppresseur de tumeurs (Figure 12B et C). Chez la souris, p19ARF, l’homologue de 
p14ARF joue le même rôle en se liant à mdm2, l’homologue de HDM2. 
Figure 13 : MITF, un facteur de transcription clé de la lignée mélanocytaire 
A: Structure du gène MITF. Le gène MITF est composé de 17 exons et de 9 promoteurs. Les 
exons 4 et 9 codent pour des Domaines de TransActivation (DTA), les exons 6, 7, 8 et 9 codent 
pour la structure Hélice(H)/Boucle(B)/Hélice(H) basique(b) constituant la fermeture éclair à 
leucine. 
B : Structure et expression tissulaire préférentielle des différentes isoformes. Les 9 promoteurs 
alternatifs de MITF conduisent à 9 isoformes dont l’expression varie d’un tissu à l’autre. Pour 
chacune des isoformes les tissus dans lesquels elles sont préférentiellement exprimées sont indiqués 
sur le schéma. RPE (Retinal Pigment Epithelium = cellules épithéliale pigmentée de la rétine). 
(Adapté de Denat L, 2007 et Levy C., 2006) 
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De manière surprenante, à la différence des autres cancers solides, les mélanomes sont 
rarement porteurs de mutations de TP53 (moins de 15 % des mélanomes comparé à 70% des cancers 
du poumon ou 60% pour les cancers du colon)(Flaherty et al., 2012a). Ceci est d’autant plus étonnant 
que ces mutations sont habituellement associées à une exposition aux UV, dont nous avons vu ci-avant 
qu’ils sont le seul facteur de risque exogène de mélanome identifié à l’heure actuelle. Cependant, la 
perte de p14ARF, au même titre que les altérations de HDM2 (surexpression, amplification, mutation 
activatrice du promoteur) joueraient un rôle équivalent en inhibant la signalisation de p53 (Tsao et al., 
2012). 
 
5 - Les voies spécifiques de contrôle de la différenciation, de la prolifération et 
de la survie des cellules mélanocytaires 
a – MITF 
Le premier mutant de MITF (MIcrophtalmia-associated Transcription Factor) a été identifié 
chez la souris dans les années 50. Les souris MITFmi/mi présentaient un microphtalmie ainsi qu’une 
absence de mélanocytes. Par la suite, le gène correspondant a été cloné en 1993 (Hodgkinson et al., 
1993). Ce dernier est composé de 17 exons ainsi que de 9 promoteurs contrôlant l’expression tissu-
spécifique des isoformes correspondantes qui diffèrent par leur premier exon et ont en commun les 8 
exons suivants, l’isoforme M étant spécifique des mélanocytes (Figure 13)(Denat and Larue, 2007). 
Les isoformes MITF sont des facteurs de transcription de la même famille que Myc possédant 
une structure de type bHLH-LZ (Hélice-Boucle-Hélice basique à fermeture éclair de leucine). Cette 
structure est impliquée dans la liaison à l’ADN, sur les boites E (CATGTG ou CACGTG) des promoteurs 
des gènes cibles, de ces facteurs sous forme d’homodimères ou d’hétérodimères incluant alors un 
autre facteur de transcription de la même famille. Dans les mélanocytes, MITF-M se lie sous forme 
d’un homodimère sur une boite E étendue dite boite M (AGTCATGTGCT)(Denat and Larue, 2007). 
L’expression de MITF est régulée dans les mélanocytes au niveau transcriptionnel notamment 
par les voies Wnt/β-caténine, α-MSH/MC1R/AMPc/CREB, MAPK et par des facteurs de différenciation 
tels que Sox10 et Pax3. 
Au niveau post-traductionnel, MITF peut être phosphorylée sur les sérines 73, 298, 307 et 409. 
Les S73 et S409 sont phosphorylées via la voie de MAPK par ERK2 et p90RSK en réponse par exemple 
à la fixation de SCF (Stem-Cell Factor) sur son récepteur c-Kit. La phosphorylation de la S73 jouerait 
alors un rôle paradoxal augmentant d’une part l’activité transcriptionnelle de MITF mais favorisant 
d’autre part sa dégradation (Wu et al., 2000). La S298 est quant à elle phosphorylée par GSK-3β ce qui 
augmente également l’activité transcriptionnelle de MITF (Takeda et al., 2000). Au contraire, des 
Figure 14 : Rôle paradoxal de MITF dans la prolifération et la survie des 
mélanocytes et des mélanomes 
A : Régulation de MITF. La voie  α-MSH/MC1R induit l’expression de MITF en réponse à 
l’exposition solaire. La voie c-Kit/Ras/Raf/MEK/ERK contrôle l’activité de MITF par 
phosphorylation. La modification de MITF par SUMOylations participe également à sa régulation. 
(D’après Chin, 2006) 
B : Processus contrôlés par MITF. Via ses nombreux gènes cibles MITF régule la 
différenciation, la survie et la prolifération des mélanocytes. 
 (D’après Denat , 2007) 
C : Illustration de l’hypothèse: « un niveau intermédiaire de MITF permet la survie et la 
prolifération alors qu’un niveau plus élevé entraîne un arrêt du cycle cellulaire ». Une faible 
expression de MITF induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose par perte d’expression de 
facteurs de survie tels que Bcl-2. Lorsque la protéine MITF est fortement exprimée elle induit une 
différenciation et un arrêt du cycle cellulaire. En conséquence, seul un niveau d’expression 
intermédiaire favorise la prolifération du fait de l’équilibre entre survie et différenciation. 






SUMOylations des K182 et K316 ont également été décrites, leur effet varierait en fonction du gène 
cible. La SUMOylation de MITF diminuerait son activité sur les promoteurs possédant plusieurs boites 
E mais pas sur les promoteurs possédant une seule de ces séquences (Figure 14A)(Miller, 2004). 
 
 S’il est clair que MITF joue un rôle crucial dans la différenciation des cellules mélanocytaires de 
nombreuses zones d’ombre persistent. En effet, MITF contrôle l’expression d’une pléthore de gènes 
(Figure 14B) dont la liste exhaustive n’est pas encore clairement établie. D’autre part, la régulation de 
l’expression de MITF ainsi que ses modifications post-traductionnelles et leurs effets différentiels sur 
les cibles de MITF restent imprécis. En conséquence, les fonctions vraisemblables de MITF dans la 
physiologie de la lignée mélanocytaire et le développement des mélanomes seront développées de 
manière succinte. 
 Tout d’abord, MITF intervient dans la survie et la différenciation de la lignée mélanocytaire dès 
le stade de mélanoblaste précurseur au niveau crête neurale. En effet, en l’absence de MITF, chez la 
souris, les précurseurs des mélanocytes disparaissent dès le moment où ils quittent la crête neurale 
lors de la délamination. Par la suite, MITF contrôle l’expression de gènes de différenciation tels que 
des enzymes synthétisant la mélanine, comme la Tyrosinase (Tyr), TYRP1 ou la tautomérase Dct, ainsi 
que d’antigènes tels que MLANA/MART1 et SILV/PMEL17/gp100 (Du et al., 2003; Levy et al., 2006). 
MITF favoriserait également la survie cellulaire en augmentant l’expression de Bcl-2 par liaison directe 
sur la boite E de son promoteur (McGill et al., 2002). Enfin, en ce qui concerne la prolifération, MITF 
jouerait un rôle paradoxal. En effet, il semble à la fois capable d’activer d’une part la transcription de 
gènes stimulant l’entrée dans le cycle cellulaire comme CDK2 et d’autre part celle de gènes induisant 
un arrêt du cycle cellulaire comme p16INK4A et p21 (Figure 14B)(Du et al., 2004; Miller and Mihm Jr, 
2006). L’hypothèse la plus probable pour expliquer cet effet paradoxal est l’importance du contexte 
dans le rôle de MITF. Ce dernier doit être finement modulé selon le niveau d’expression de MITF 
(faible/moyen/fort) ainsi que les co-facteurs présents.  
 
Dans les mélanomes, divers mécanismes conduisent à des altérations de MITF : 
   - Des amplifications de MITF : Garraway et al. ont mis en évidence, pour la première 
fois en 2005, des amplifications de ce gène dans les mélanomes. Dans cette étude, les amplifications 
touchaient 10% des mélanomes primaires et 20% des mélanomes métastatiques (Garraway et al., 
2005). Ces données ont été depuis confirmées par d’autres groupes (Gast et al., 2010; Ugurel et al., 
2007). De plus, ces études ont également suggéré que ces amplifications seraient associées à un 





   - L’activation de la voie MAPK, retrouvées dans près de 90% des mélanomes comme 
nous le verrons dans le chapitre suivant (partie II), conduit à l’activation de MITF par phosphorylation 
et à l’augmentation de sa dégradation comme nous l’avons décrit plus haut (Wellbrock et al., 2008). 
   - La mutation germinale ponctuelle E318K a été identifiée en même temps par 2 
équipes en 2011 chez des familles présentant des prédispositions au mélanome. Cette mutation 
semble avoir une faible pénétrance avec un risque relatif variant entre 2 et 5 selon l’étude. Cette 
mutation touche un des 2 sites de SUMOylation de MITF et conduit à la perte de la SUMOylation de ce 
site. Ceci s’accompagnerait d’une augmentation de l’activité transcriptionnelle de MITF pour au moins 
une partie de ces cibles (Bertolotto et al., 2011; Yokoyama et al., 2011). 
S’il existe clairement une augmentation de l’expression et/ou de l’activité de MITF dans les 
mélanomes suggérant fortement la participation de ce dernier à la tumorigenèse, les mécanismes 
sous-jacents restent encore mal compris. En effet, il existe un paradoxe entre l’expression de MITF et 
de ces cibles :  
- alors que 80% des mélanomes expriment MITF, l’expression des gènes de différenciation 
cibles comme TYR, TYRP1, DCT ou MART1 est très souvent éteinte.  
- alors que l’amplification de MITF est facteur de mauvais pronostic, une forte expression 
de MITF et/ou de ces cibles est un facteur de meilleur pronostic (Miller and Mihm Jr, 2006). 
 
Deux hypothèses pourraient expliquer comment ce paradoxe est contourné au sein des cellules de 
mélanome et expliquer ainsi la participation de MITF à la tumorigenèse : 
- L’expression de MITF doit être intermédiaire assurant l’activation de voies de survie et de 
prolifération contrôlées par MITF mais insuffisante à l’activation des voies induisant l’arrêt 
du cycle cellulaire (Figure 14C) 
- Les effets de MITF sur le cycle cellulaire sont contrebalancés par d’autres altérations : 
l’association de mutations de CDKN2A inhibe par exemple l’effet de MITF sur l’arrêt du 
cycle cellulaire (Figure 15) 
Dans tous les cas, MITF n’est pas un facteur suffisant à la mélanomagenèse mais il participe 
vraisemblablement à celle-ci en coopérant avec d’autres altérations comme l’activation de la voie 






b - MC1R 
 Le gène MC1R (MélanoCortine 1 Réceptor) code pour le récepteur à l’α-MSH (Melanocyte 
Stimulating Hormone) qui appartient à la famille des 5 récepteurs à la mélanocortine. Ces récepteurs 
sont composés de 7 domaines transmembranaires et sont couplés à des protéines G. 
 En réponse à l’exposition solaire, α-MSH est sécrétée, se fixe sur MC1R et induire ainsi la 
production d’AMPc. L’AMPc ainsi produit active la transcription de MITF suite à la fixation de CREB 
(cAMP Response Element-Binding protein) sur le promoteur de ce dernier. MITF induit alors 
l’expression des enzymes impliquées dans la synthèse de l’eumélanine (Miller and Mihm Jr, 2006; Tsao 
et al., 2012). 
 Il existe chez l’Homme de nombreux polymorphismes de MC1R : 75 variations non silencieuses 
sont actuellement répertoriées (Ibrahim and Haluska, 2009). Certains de ces variants sont associés à 
une moindre activité du récepteur et une absence de synthèse de mélanine en réponse aux UV 
responsables d’une phototype très clair (phototype 1), d’une absence de photoprotection et 
augmentant donc le risque de mélanome (Rebecca et al., 2012). Près de 80% des personnes rousses 
sont porteuses d’un variant déficient de MC1R (Tsao et al., 2012). 
 De plus, il a été montré très récemment que les mutants de MC1R participaient à la 
mélanomagenèse via la régulation de PTEN. En réponse aux UV, MC1R est activé, interagit avec PTEN 
et le stabilise, induisant l’inactivation de la voie AKT. Au contraire, les mutants de MC1R ne sont pas 
capables d’interagir avec PTEN, il s’en suit une activation de la voie AKT favorisant la carcinogenèse 
(Cao et al., 2013). Par ailleurs, cet article montre également qu’il eixste une coopération entre les 
mutants de MC1R et les mutations activatrices de BRAF.  
 Cependant, MC1R interviendrait également dans la mélanomagenèse indépendamment de son 
rôle dans la détermination du phototype. En effet, certains variants de MC1R ne sont pas associés à un 
phototype clair et augmentent tout de même le risque de mélanome (Kennedy et al., 2001; Raimondi 
et al., 2008). Le mécanisme en jeu reste à élucider. Les mutations de MC1R pourraient coopérer avec 
celles de CDKN2A ou de BRAF (Ibrahim and Haluska, 2009). 
 
6 - Conclusions et réflexions sur la carcinogenèse du mélanome 
 Les voies de signalisation altérées dans les mélanomes semblent relativement spécifiques de ce 
cancer. Elles sont résumées dans la figure 15. Nous retiendrons à titre d’exemple la faible fréquence 
des mutations de TP53 alors que cette dernière dépasse 50% dans les autres cancers. 
 Par ailleurs, si les voies décrites ci-avant jouent un rôle dans la mélanomagenèse, aucune ne 
semble suffisante à induire individuellement le développement d’un mélanome. A titre de 
AB
Figure 15 : Voies de signalisation impliquées dans la mélanomagenèse
A : Interrelations entre les différentes voies oncogéniques
B : Mutations retrouvées dans les mélanomes familiaux et sporadiques
Cible de mutations inactivatrices ou délétions dans les mélanomes sporadiques
Cible de mutations activatrices ou d’amplifications dans les mélanomes sporadiques
Cible de mutations inactivatrices ou délétions dans les mélanomes familiaux
Cible de mutations activatricse ou d’amplifications dans les mélanomes familiaux




comparaison, dans des modèles murins transgénique de cancers du poumon, l’expression localisée des 
formes mutées du récepteur à l’EGF (EGFR), EGFRL858Rou EGFRΔL747–S752, retrouvées dans les cancers 
broncho-pulmonaires chez l’Homme suffit à induire le développement d’adénocarcinomes 
pulmonaires invasifs (Politi, 2006). Dans les mélanomes, il semble que l’association de plusieurs 
mutations soit nécessaire au développement tumoral, contrairement au cancer bronchique ou 
l'expression d'un seul oncogène, tel que KRASG12D induit le développement d’adénocarcinomes (Fisher, 
2001). Chez la souris, l’altération concomitante d’au moins 2 voies est nécessaire au développement 
des mélanomes (Damsky Jr and Bosenberg, 2010). Il est possible que la souris ne soit pas le meilleur 
modèle d’étude du mélanome. En effet, de manière spontanée, les souris ne développent que très 
rarement des mélanomes et la nécessité d’altérations de plusieurs voies pourraient être liée à cette 
relative résistance. D’autre part, chez la souris, les mélanocytes sont localisés dans le derme et le bulbe 
pileux alors qu’ils sont retrouvés dans la couche germinative de l’épiderme chez l’Homme. La 
physiopathologie du mélanome et en particulier celle du stade RGP pourrait donc être très différentes 
entre l’Homme et la souris. 
 Cependant des arguments soutiennent l’hypothèse que chez l’Homme d’une telle coopération 
entre les différentes voies soit également nécessaire à la transformation des mélanocytes : 
- Les différentes voies entretiennent des interrelations (Figure 15). 
- La transformation de mélanocytes nécessite l’altération de plusieurs voies. Par exemple, 
Garraway et ses collaborateurs parviennent à transformer des mélanocytes après 
inactivation de p53, activation de CDK4, hTERT, B-Raf et surexpression de MITF (Garraway 
et al., 2005). 
- Certaines études ont mis en évidence chez l’Homme des profils de mutations fréquents 
dans les mélanomes (Colombino et al., 2012; Daniotti et al., 2004; Tsao et al., 2004a). 
- Enfin, dans le poisson zèbre, autre modèle transgénique fréquemment utilisé, des 
altérations conjointes de plusieurs voies sont nécessaires. Par exemple, la mutation 
BRAFV600E conduit uniquement à une hyperplasie des cellules mélanocytaires alors qu’en 
association à la perte de TP53 des lésions mélanocytaires invasives se développent. 
 
7 - Implication du micro-environnement dans la mélanomagenèse 
Une des hypothèses expliquant le fait que l’altération d’une seule voie ne soit pas suffisante à 
induire l’apparition de mélanomes in vitro ou dans des modèles animaux est le rôle que le 
microenvironnement tumoral est susceptible de jouer dans le développement de ce cancer. En effet, 
depuis les années 2000, le rôle du microenvironnement dans l’initiation et la progression tumorale a 





«Hallmark of cancer » datée de 2011 (Hanahan and Weinberg, 2011). L’ensemble des constituants du 
microenvironnement semble impliqué à des degrés variables selon la nature du cancer : facteurs de 
croissance, cellules immunes (macrophages, lymphocytes T, cellules NK et cellules présentatrices de 
l’antigène), fibroblastes des tissus conjonctifs environnants et fibroblastes associés à la tumeur, 
vaisseaux sanguins et lymphatiques (plus particulièrement les cellules endothéliales) et matrice 
extracellulaire. 
De nombreux travaux et revues émanant en particulier de l’équipe du Pr M. Herlyn soutiennent 
depuis les années 90 l’hypothèse selon laquelle les mélanomes seraient des tumeurs particulièrement 
dépendantes du microenvironnement (Herlyn and Shih, 1994; Villanueva and Herlyn, 2008). Ceci 
pourrait, au moins partiellement, expliquer l’absence de modèles monogéniques de mélanome chez 
la souris et le poisson zèbre. En effet, chez l’Homme, l’apparition d’un mélanome serait liée à la 
conjonction de l’acquisition d’une mutation clé et d’altérations conjointes du microenvironnement 
favorisant l’émergence de la mutation clé. Dans les modèles tumoraux monogéniques murins, 
l’altération du microenvironnement n’étant pas reproduite, le développement tumoral serait alors 
inhibé et/ou contrôlé. L’absence des altérations du microenvironnement est vraisemblablement 
compensée dans les modèles de souris transgéniques par des altérations génétiques supplémentaires.  
De nombreux travaux tentent de disséquer l’implication du microenvironnement dans la 
tumorigenèse. Les facteurs cruciaux induisant l’initiation et/ou la promotion tumorale étant, par 
définition, dépendants du contexte, ils pourraient fortement varier d’une tumeur à une autre et d’un 
patient à un autre. En effet, des thérapies visant à restaurer l’immunité anti-mélanome ont été 
développées depuis de nombreuses années (IL-2, TNF, vaccination, et plus récemment anticorps anti-
CTLA4 et anti-PD1). Comme nous le verrons dans la partie présentant les traitements (partie I-C-2), 
force est de constater que si elles démontrent une efficacité remarquable chez certains patients faisant 
ainsi la preuve de concept, seul un sous-groupe de patients tire un bénéfice de ces thérapies. L’intérêt 
des thérapies ciblant le microenvironnement restera sûrement limité tant que le rôle respectif des 
différents éléments du microenvironnement ne sera pas clairement caractérisé et qu’il n’existera pas 
de biomarqueurs permettant de prédire les groupes de patients répondeurs. 
  
C- Prise en charge 
1 – Diagnostic 
Le diagnostic et le dépistage du mélanome sont probablement parmi les défis les plus 
importants de la pratique clinique dermatologique. 
 
Figure 16 : Illustration de la règle ABCDE permettant le dépistage des mélanomes 




a - Suspicion clinique de mélanome 
Le diagnostic repose dans un premier temps sur l’évaluation clinique d’une lésion pigmentée 
atypique évoquant un mélanome. Plusieurs règles listant et pondérant les critères d’évocation du 
mélanome ont été définies par différentes instances nationales et internationales, nous parlerons ici 
des 2 plus couramment utilisées : la règle ABCDE et les 7 critères de Glasgow. 
 
i – La règle ABCDE 
L’évocation de mélanome doit être faite face à une lésion présentant une ou plusieurs des 
caractéristiques définies par la règle ABCDE (Asymétrie, Bord, Couleur, Diamètre, Evolution). La règle 
ABCD a été décrite pour la première fois en 1985 par Friedman et al. (Friedman et al., 1985) dans 
l’objectif initial d’améliorer les capacités d’auto-dépistage des patients à risque. Elle a secondairement 
été complétée en 1998 par Thomas et al., elle est alors devenue règle ABCDE prenant dorénavant en 
compte l’évolutivité de la lésion (Thomas et al., 1998). Elle est à ce jour toujours utilisée de manière 
consensuelle par les cliniciens. Elle repose sur les 5 critères suivants (Figure 16) : 
- Asymétrie de la lésion (critère A) 
- à Bords irréguliers, encochés, polycycliques, nettement délimités par rapport à la peau 
environnante (critères B) 
- de Couleur inhomogène, toutes les nuances chromatiques de la mélanine, du brun clair au noir 
foncé, pouvant être observées (critères C). De plus, des zones blanches où le pigment a disparu 
ainsi que des zones rouges inflammatoires ou cicatricielles peuvent également être présentes. 
- de Diamètre supérieur à 6 mm (critère D) 
- Evolutive dans sa taille (élargissement de la lésion), sa couleur ou son épaisseur (critère E). 
 
ii - Règle en 7 points de Glasgow 
Cette règle a été établie en 1989, elle dérive de la règle ABCDE mais prend en compte 7 critères 
dont certains majeurs et d’autres mineurs et met l’accent sur la notion d’évolutivité de la lésion 
(MacKie, 1990). La suspicion de mélanome est établie dès lors que la lésion cumule 3 points sachant 
que chaque critère majeur compte 2 points et chaque critère mineur pour 1 point. Les critères établis 
sont les suivants : 
- Critères majeurs : 
o Changement de la taille de la lésion, ou apparition d’une nouvelle lésion 
o Changement de la forme de la lésion 
o Changement de la couleur de la lésion 
 
A B 
C Indice de Breslow 
(mm) 
Marge d’excision 
recommandée (en cm) 
Intra épidermique 0,5 
<1 1 
1<x<2 1 à 2 
2<x<4 2 
>4 2 à 3 
Mélanome de Dubreuilh 1 (0,5 si impossible) 
Figure 17 : L’indice de Breslow 
A : Mise en évidence pour la première fois par Breslow en 1970 du lien entre l’épaisseur 
des mélanomes et l’apparition de métastases.  
(D’après Breslow, 1970) 
B : Courbe de survie en fonction de l’indice de Breslow publiée en 2001. 
(D’après Owen, 2001) 




- Critères mineurs : 
o Diamètre supérieur à 7 mm 
o Inflammation 
o Présence d’une ulcération ou d’un saignement 
o Changement de sensibilité au siège de la lésion 
 
 La règle ABCDE et la règle de Glasgow servent actuellement principalement de base pour la 
formation des étudiants en profession de santé et des médecins non-dermatologues. Il a été montré 
que les dermatologues évaluent cliniquement les lésions pigmentées atypiques selon la « règle du 
vilain petit canard » (Grob and Bonerandi, 1998) ou selon une méthode dite « globale » basée sur 
l’expérience clinique du praticien (Gachon et al., 2005; Gaudy-Marqueste et al., 2011). Aucune 
évaluation clinique ne permet le diagnostic formel qui doit, au moindre doute, être confirmé par 
examen histopathologique sur la totalité de la tumeur. 
 
iii - Dermoscopie 
La suspicion de mélanome établie selon l’une des 2 règles précédentes conduit à l’exérèse de 
la lésion à des fins d’analyse anatomo-pathologique. Afin d’éviter l’exérèse inutile de lésion bénigne, 
des techniques d’imagerie permettant une analyse de la structure plus profonde de la lésion ont été 
développées. La dermoscopie est une technique de microscopie de surface (ou « microscopie en 
épiluminescence »), elle permet l’observation de la structure interne de l’épiderme, de la jonction 
dermo-épidermique et des couches superficielles du derme (Wang and Hashemi, 2010). 
L’utilisation de cette technique est d’une part limitée par le coût de l’appareillage et par la 
formation particulière nécessaire aux praticiens qui n’est optimale qu’après 2 ans de formation. Par 
ailleurs, en dehors de cas très particuliers elle n’apporte pas de certitude diagnostique suffisante pour 
modifier la pratique thérapeutique si un doute persiste. Pour ces raisons, en dépit de son ancienneté, 
l’usage de cette procédure n’est à ce jour pas recommandée en routine en France (HAS, 2006).  
 
b - Diagnostic anatomopathologique 
Le diagnostic clinique ne permet en fait que de suspecter la malignité d’une lésion pigmentaire 
et de recommander son exérèse. Le diagnostic sera établi par l’analyse histologique de la pièce 
d’exérèse par l’anatomopathologiste. L’examen histologique permettra d’affirmer la nature 
mélanocytaire de la tumeur, sa malignité éventuelle et de déterminer le caractère complet de 
l’exérèse. Le cas échéant l’anatomopathologiste devra notifier la présence d’une ulcération, mesurer 
l’indice mitotique ainsi que l’épaisseur de la tumeur (indice de Breslow) et enfin évaluer le niveau 
Figure 18 : Le niveau de Clark 
A : Illustration de la définition des différents niveaux de Clark 
(D’après http://www.theoncologyinstitute.com/) 
B : Courbe de survie en fonction du niveau de Clark publiée en 2001. 







d’invasion (niveau de Clark). Ces 2 dernières informations seront particulièrement utiles pour 
déterminer le stade de la maladie et en conséquence sa prise en charge (HAS, 2012). 
 
i - Indice de Breslow  
 L’indice de Breslow mesure l’épaisseur maximale en millimètre de la tumeur depuis la couche 
granuleuse de l’épiderme jusqu’à la cellule tumorale dermique la plus profonde. Le lien entre épaisseur 
du mélanome et pronostic a été établit pour la première fois en 1970 par Alexander Breslow (Breslow, 
1970). Une épaisseur critique de 0,75 mm avait été établie par ce dernier. En deçà de cette épaisseur 
le risque d’apparition de métastases à 5 ans était quasi-nul alors qu’il augmentait progressivement au-
dessus de cette valeur (Figure 17A). A ce jour, cet indice reste le critère pronostic principal du 
mélanome primaire, il participe à la détermination du stade et permet également de déterminer la 
taille des marges d’exérèse complémentaires (Figure 17B et C). 
 
ii - Indice de Clark 
 L’indice de Clark a été défini par Wallace Clark en 1969 (Clark et al., 1969). Il définit 5 stades de 
mélanome en fonction de l’invasion par le mélanome des tissus sous-jacents (Figure 18): 
- Stade I : Le mélanome est confiné dans l’épiderme 
- Stade II : Le mélanome a pénétré le derme papillaire, couche située immédiatement au-dessous 
de l’épiderme. 
- Stade III : Le mélanome a totalement traversé le derme papillaire et affecte le derme réticulaire. 
- Stade IV : Le mélanome envahit complètement le derme réticulaire. 
- Stade V : Le mélanome envahit le tissu adipeux sous-cutané.  
Cet indice a été petit à petit abandonné au profit de l’indice de Breslow. En effet, dès 2001 son 
utilisation n’était recommandée que pour les mélanomes présentant un indice de Breslow inférieur à 
1 mm (Balch et al., 2001) ; depuis 2009 son utilisation n’est plus recommandée car il ne constitue en 
réalité pas un facteur pronostic indépendant des autres facteurs pris en compte pour déterminer le 
stade de la maladie (Balch et al., 2009). Cependant, cette exclusion de l’indice de Clark de la 
classification pronostique de l’AJCC est sujette à discussion, et cet indice reste recommandé dans les 
recommandations européennes de prise en charge du mélanome de l’ESMO de 2011 (Dummer et al., 
2012). 
 
La détermination de l’indice de Clark comme celui de Breslow nécessite l’inclusion en paraffine 
et la découpe de l’intégralité de la tumeur afin de localiser « la cellule » ayant envahi le plus 
profondément le tissu sous-jacent. Ceci a un impact sur la recherche biomédicale du mélanome, 
Figure 19 : Détermination du grade des mélanomes 
Table 1 : Méthode de détermination du TNM dans le mélanomes 
Table 2 : Détermination du grade des mélanomes en fonction de leur TNM 






puisque virtuellement aucune tumeur primaire fraîche n’est accessible pour les chercheurs et aucune 
nouvelle lignée ne peut être établie à partir des tumeurs primaires. 
 
c - Détermination du grade 
Sur la base des données de suivi de 17 600 patients dans 13 centres américains de traitement 
du cancer, l’American Joint Committee on Cancer (AJCC) a établi une classification des mélanomes en 
stades pronostiques (I à IV) qui prend en compte l’épaisseur et l’ulcération de la tumeur (classification 
T), le nombre et la taille des adénopathies (classification N), l’existence de métastases à distances et 
leur localisation (classification M). Un descriptif de cette classification est présenté dans la figure 19. 
Brièvement, les stades I et II correspondent à des mélanomes sans adénopathies (N0), ni métastases 
(M0). Les sous-groupes A, B ou C correspondent à des différences d’épaisseur (indice de Breslow) et/ou 
à la présence d’ulcération. Les stades III et IV correspondent à des mélanomes ayant métastasé 
respectivement au niveau loco-régional ou à distance (Balch et al., 2001, 2009). Cette classification fait 
également référence en France (HAS, 2012).  
 
d - Bilan d’extension 
Afin de confirmer le stade de la maladie (TNM), le bilan d’extension est pratiqué en fonction 
du stade pré-déterminé (pTNM) par les premiers examens cliniques et les résultats de l’analyse 
histologique de la tumeur. Un arbre décisionnel de ces examens est présenté figure 20. Aucun bilan 
d’extension n’est nécessaire pour les mélanomes in situ (T0)(HAS, 2012).  
 
i - Examen clinique complet 
Dans tous les cas, le bilan d’extension comprend un examen clinique complet et méticuleux. 
L’intégralité du revêtement cutané sera inspectée à la recherche d’un 2ème mélanome synchrone, d’un 
nævus congénital ou atypique. Par ailleurs, les aires ganglionnaires et les organes abdominaux seront 
palpés à la recherche d’une extension loco-régionale ou systémique. 
 
ii - Chirurgie du ganglion sentinelle 
Le ganglion sentinelle est le premier ganglion recevant le drainage lymphatique d’une tumeur. 
La technique de la biopsie du ganglion sentinelle a pour objectif l'identification anatomique de ce(s) 
ganglion(s) par injection d’un colorant vital (bleu patenté), et son exérèse pour étude 
anatomopathologique à la recherche de la présence de cellules tumorales (micro-métastases). Cet 
examen permet d’évaluer de manière plus précise le statut ganglionnaire de l’aire de drainage tout en 
Figure 20 : Arbre décisionnel de prise en charge des mélanomes 
SLNB : biopsie du ganglion sentinelle 
CLNB : curage ganglionnaire 
FNA : biopsie à l’aiguille fine 






limitant les risques induits par une chirurgie ganglionnaire plus radicale. En cas de positivité du ou des 
ganglions sentinelles, un curage ganglionnaire complémentaire sera proposé. 
A ce jour, cette technique n’est pas recommandée de manière systématique mais elle est très 
souvent proposée dans le cadre d’essais clinique à partir du stade IB (Gershenwald and Ross, 2011; 
HAS, 2012; Lourari et al., 2012; Tsao et al., 2004b). La chirurgie de ganglion sentinelle est actuellement 
considérée comme une procédure visant à déterminer le stade de la maladie mais n’a montré aucun 
effet en matière d’amélioration du pronostic de la maladie. 
 
iii - Imagerie 
 Une échographie loco-régionale de la zone de drainage est recommandée pour les stades II et 
III à la recherche de métastase loco-régionales en particulier ganglionnaires.  
 Des TomoDensitoMétries thoraco-abdomino-pelviennes et cérébrales seront pratiquées aux 
stades IIC et III à la recherche de métastases viscérales.  
 Enfin, la Tomographie à émission de positron (TEP) au 18F-FDG ne sera pratiquée que chez les 
stades III du fait du coût d’un tel examen et de la disponibilité des appareils nécessaires. 
 
iiii - Biologie 
 La biologie n’a que très peu d’indication dans le bilan d’extension et le suivi des mélanomes. En 
effet à ce jour, aucun marqueur tumoral relevant n’a été identifié. Seule la mesure du taux de LDH, 
représentatif de la masse tumorale, aurait un intérêt pronostique, peu informatif, en cas de métastases 
(HAS, 2012; Thompson et al., 2005).  
 
2 - Traitement 
a - Chirurgie 
i - Exérèse tumorale 
L’exérèse complète de la tumeur primaire est le seul traitement curatif du mélanome. 
L’exérèse permet la confirmation du diagnostic et précise l’épaisseur du mélanome (indice de 
Breslow). Si le diagnostic est confirmé, une reprise chirurgicale préventive est nécessaire afin de 
réduire les risques de récidive loco-régionale (Figure 17C)(Bichakjian et al., 2011). La reprise élargie est 
guidée par 3 principes : 1- elle réduit le risque de récidive locale et régionale ; 2- des marges 
supérieures à 1 cm n’améliorent pas le pronostic pour les mélanomes de moins de 1 mm d’épaisseur ; 






ii - Curage ganglionnaire 
Il est indiqué chez les patients présentant une atteinte ganglionnaire (N+) qu’elle soit clinique 
(ganglion palpable dont la nature tumorale a été authentifiée par adenectomie ou cytoponction 
ganglionnaire), établie par imagerie suite à l’échographie loco-régionale ou par positivité du ganglion 
sentinelle. Il consiste en l’ablation de l’intégralité des ganglions de l’aire drainante. Par exemple, les 
ganglions axillaires pour une tumeur localisée sur un membre supérieur ou les ganglions inguinaux 
pour le membre inférieur. Ce dernier peut être réalisé lors du diagnostic initial ou plusieurs 
mois/années plus tard suite à la détection clinique ou par imagerie d’une atteinte ganglionnaire.  
Le curage ganglionnaire systématique est à proscrire du fait de l’absence d’amélioration du 
pronostic vital et des effets indésirables engendrés en particulier sur le long terme qui peuvent être 
responsables d’une altération de la qualité de vie pour les patients. L’effet indésirable le plus fréquent 
est l’apparition d’un lymphœdème, c'est-à-dire une rétention lymphatique par obstacle au drainage 
dans la région drainée par la chaine ganglionnaire opérée (HAS, 2012). 
 
iii - Chirurgies des métastases 
La chirurgie des métastases est tout particulièrement indiquée pour les métastases loco-
régionales (rechute locale, métastases cutanées en transit, métastases du/des ganglions drainants). 
Suite à une telle prise en charge, 13 à 59% des patients atteindraient une guérison complète 
(Thompson et al., 2005). 
Dans le cas de métastases viscérales en dehors de la métastase unique vérifiée par imagerie, 
l’intérêt de leur ablation chirurgicale reste limité même si certaines études suggèrent qu’une telle prise 
en charge pourrait augmenter la survie (Thompson et al., 2005). 
 
b - Immunothérapie 
Le rôle de l’immunité dans le développement des cancers a été suggéré depuis le XIXème 
siècle. Naturellement, le système immunitaire, et en particulier les lymphocytes NK (Natural Killer), 
identifie les tumeurs comme du soi altéré et l’élimine. Au cours de la carcinogenèse, les tumeurs 
développent une série de stratégies pour échapper au système immunitaire. Parmi les cancers, le 
mélanome serait une tumeur très immunogène dans laquelle le rôle de l’immunité serait accru. Ceci 
est notamment mis en évidence par le nombre non-négligeable de régressions spontanées observées 
chez les patients porteurs de mélanome et ceci même au stade métastatique (Kalialis et al., 2009). De 
plus, les mélanomes présentent régulièrement un infiltrat de lymphocytes T, la présence de cet infiltrat 
est un marqueur de bon pronostic montrant ainsi que l’identification de la tumeur par l’immunité en 





(Nikolaou et al., 2012). Enfin, on peut retrouver chez de nombreux patients une immunité (anticorps 
et/ou lymphocytes T) spécifiquement dirigée contre des marqueurs de différenciation mélanocytaire 
tel que MAGE-1 ou gp100. De ce fait, l’étude des interactions immunité/tumeur et les stratégies 
d’immunothérapie se sont surtout focalisées sur le mélanome. L’application des stratégies 
d’immunothérapie à la prise en charge du mélanome est un concept ancien puisque les premières 
publications sur ce sujet datent des années 60-70. 
Ces dernières stratégies visent à stimuler le système immunitaire du patient afin que ce dernier 
élimine ou au moins contrôle la tumeur. Cette stimulation peut être faite de manière non spécifique, 
l’ensemble du système immunitaire est activé ou spécifiquement dirigée contre la tumeur. 
Historiquement, les stratégies aspécifiques consistèrent à administrer localement un agent pathogène 
contre lequel l’hôte a été préalable vacciné tel que le bacille de Calmette et Guérin (BCG) afin de 
stimuler localement la mise en place d’une réponse immunitaire. Cette stratégie a notamment été 
utilisée en routine pour les cancers de la vessie. Plus récemment suite au développement des 
biotechnologies et à la possibilité d’administrer des protéines purifiées, l’utilisation de cytokines 
capables de stimuler de manière systémique la réponse immune a été développée. Deux produits ont 
en particulier obtenu une AMM dans le traitement du mélanome l’interféron α (IFNα) et l’interleukine-
2 (IL-2). 
 Ces stratégies de stimulation du système immunitaire peuvent également être dirigées plus 
particulièrement contre la tumeur. Par exemple, des stratégies vaccinales ciblant des antigènes 
mélanocytaires tel que gp100 ou MAGE-1 ont été développées ainsi que des transferts adoptifs de 
cellules dendritiques ou de lymphocytes préalablement activés contre les antigènes tumoraux in vitro. 
De nombreux essais cliniques ont été menés mais à ce jour aucun n’a montré d’efficacité 
thérapeutique suffisante pour conduire à une AMM. 
 
i - Interféron α (IFNα)(ROFERON-A et INTRONA) 
 Les interférons sont des cytokines physiologiquement produites par le système immunitaire en 
réponse à des pathogènes tels que les virus ou les bactéries. La sécrétion d’interféron stimule les 
cellules de l’immunité telles que les lymphocytes NK et les macrophages afin d’augmenter la 
reconnaissance et l’éradication des pathogènes mais également des cellules tumorales. Ainsi 
l’administration d’interféron devrait stimuler la reconnaissance des tumeurs par le système 
immunitaire. 
 L’AMM de l’IFNα a été octroyé pour la première fois en 1999 par la commission européenne en 





 - Mélanome de stade II (c'est-à-dire sans atteinte ganglionnaire) présentant un indice de Breslow 
> 1,5 mm : l’IFNα peut être proposé à faible dose (3 MUI - Millions d'Unités Internationales) à raison 
de 3 injections sous-cutanées 3 fois par semaine pendant 18 mois, protocole dit « Grob ». 
 - Mélanome de stade III initial ou suite à une récidive loco-régionale : l’IFNα est alors proposé à 
forte dose (20 MUI/m2 de peau/jour) en perfusion intraveineuse 5 jours sur 7 pendant 1 mois suivi 
d'une dose un peu plus faible (10 MUI/m2) en sous-cutanée, 3 fois par semaine pendant 11 mois, 
protocole dit « Kirkwood ». Il est cependant communément admis que 2 sous-populations de patients 
semblent plus à même de montrer un effet positif de l’interféron : les patients présentant un 
mélanome primaire ulcéré et ceux présentant une métastase infra-clinique du mélanome (détectée 
par la procédure du ganglion sentinelle)(Eggermont et al., 2012). 
 
L’administration d’IFNα est responsable d’effets indésirables qui peuvent être relativement 
sévères, ils sont fonction de la dose, sont généralement plus important à l’initiation du traitement mais 
peuvent également beaucoup varier d’un patient à l’autre. Ils peuvent donner lieu à un syndrome 
pseudo-grippal, des troubles digestifs, une alopécie, une hémato-toxicité, une anorexie ou des 
affections psychiatriques en particulier des dépressions, des troubles cardiaques, une hépatite 
cytolytique parfois gravissime (HAS, 2012). 
L’efficacité de ces protocoles semble par ailleurs limitée puisqu’ils permettent une 
augmentation de la survie sans progression mais pas de la survie globale (Thompson et al., 2005). Pour 
ces raisons, le rapport bénéfice/risque de l’IFNα est jugé défavorable par plusieurs écoles et la 
prescription de ce traitement reste le sujet de nombreux débats.  
 
ii – L’interleukine 2 (IL-2)(PROLEUKIN) 
 L’interleukine 2 (IL-2) est physiologiquement produite par les lymphocytes T CD4 activés ainsi 
que les lymphocytes NK, elle induit la prolifération et favorise la survie des lymphocytes B, T et NK. 
 Dès 1985, des essais cliniques évaluant l’intérêt d’injection d’IL-2 chez des patients atteints de 
mélanomes métastatiques ont été menés conduisant à la délivrance d’une AMM aux USA en 1998 pour 
le traitement du mélanome métastatique en 2ème ligne après une première ligne de traitement incluant 
une chimiothérapie. L’IL-2 offre la possibilité d'une rémission complète et durable dans cette maladie, 
mais seulement chez un faible pourcentage des patients, 6 % de réponse complète et 12 % de réponse 
partielle d’après les informations mentionnées sur la monographie du Proleukin. 
 De plus, il est à noter que l’IL-2 induit des effets indésirables sévères de type hémato-toxicité, 
troubles cardiovasculaires (tachycardie, hypotension) souvent à l’origine d’insuffisances cardiaques 





somnolence), respiratoires (dyspnée, toux), digestifs (anorexie, nausées, vomissements, diarrhées, 
stomatite), cutanés (érythème, rash, prurit) et rénaux (oligurie) pour les plus fréquents. 
 La lourdeur du profil d’effets indésirables de l’IL-2 a largement restreint son utilisation qui est 
restée quasi-exclusivement l’apanage des prises en charges du continent Nord-Américain. 
 
c - Chimiothérapie 
La chimiothérapie est indiquée dans les mélanomes métastatiques c'est-à-dire de stade IV ou 
pour les mélanomes de stade III non résécables (ie : l’intégralité de la tumeur initiale et/ou des 
atteintes loco-régionales ne peuvent être totalement réséquées). Cependant ces chimiothérapies sont 
d’une efficacité très limitée. En effet, les mélanomes sont relativement chimio-résistants, ceci serait 
lié à des voies de résistance à l’apoptose activées de manière intrinsèque au cours de la 
mélanomagenèse telle que l’expression de Bcl-2 induite par MITF. De ce fait, uniquement 2 molécules 
de chimiothérapies ont obtenu une AMM dans le mélanome métastatique. La Dacarbazine est 
prescrite en première ligne en monothérapie en l’absence de métastases cérébrales, la Fotémustine 
est prescrite en première ligne en cas de métastases cérébrales ou en seconde ligne en cas d’échec de 
la Dacarbazine. En dehors de ces recommandations il n’existe aucun consensus concernant une 
deuxième ligne de traitement. En dépit de l’absence d’AMM pour cette indication, le Cisplatine est 
souvent utilisé en 2ème ou 3ème ligne. 
A ce jour, les patients métastatiques sont préférentiellement traités en première ligne avec les 
thérapies ciblées disponibles si mutation BRAFV600X, par Dacarbazine en l’absence de mutation de BRAF 
ou inclus dans des essais cliniques. Les patients chez qui une mutation BRAFV600X n’est pas identifiée 
peuvent recevoir l’Ipilimumab (voir ci-après partie I-C-e-i) en seconde ligne. Il n’est actuellement pas 
possible pour des raisons administratives indépendantes des résultats des études cliniques, de 
prescrire l’Ipilimumab à un patient porteur d’une mutation BRAFV600X. 
 
i - Dacarbazine (DETICENE) 
 La Dacarbazine est un agent alkylant, il forme des adduits sur l’ADN, bloquant ainsi la 
progression de la fourche de réplication de l’ADN et inhibant finalement la prolifération cellulaire. 
Cette molécule a obtenu une AMM pour le mélanome métastatique en 1976. 
 Trente ans plus tard, la Dacarbazine est encore une des seules molécules indiquées dans le 
mélanome métastatique malgré une efficacité extrêmement limitée. En effet, une réponse n’est 
obtenue que pour 5-20% de patients selon les études. La Dacarbazine est indiquée en mono-





métastases cérébrales. Elle est alors administrée à la dose de 1000 mg/m2/jour par injection 
intraveineuse toutes les 3 semaines. 
 Du point de vue des effets indésirables, la Dacarbazine est une chimiothérapie fortement 
émétisante mais les vomissements sont relativement bien contrôlés par une prémédication à base de 
sétrons, Aprepitant et Dexaméthasone. En dehors des vomissements, la Dacarbazine est une 
chimiothérapie « relativement » bien tolérée d’un point de vue de l’état général, elle n’induit pas 
d’alopécie mais expose à un risque de thrombopénie. 
 
ii - Fotémustine (MUPHORAN) 
  C’est un agent alkylant de la famille de nitroso-urées. Il forme au même titre que la Dacarbazine 
des adduits sur l’ADN et inhibe ainsi la prolifération cellulaire. Il a la particularité contrairement à la 
Dacarbazine de traverser la barrière hémato-encéphalique. 
 Un essai clinique de phase III a montré la supériorité de la Fotémustine face à la Dacarbazine 
(Avril et al., 2004). Cependant, en l’absence de métastases cérébrales, la Dacarbazine est 
généralement préférée. En effet, du fait du peu d’options thérapeutiques disponibles, la Fotémustine 
est conservée en traitement de réserve qui sera utilisé lors de l’apparition de métastases cérébrales.  
 Cette chimiothérapie est modérément émétisante et induit une hémato-toxicité, malgré tout 
elle est assez bien tolérée par la majorité des patients.  
 
iii - Témozolomide (TEMODAL) 
 C’est une prodrogue du métabolite actif de la Dacarbazine administrable par voie orale, elle 
présente une meilleure biodisponibilité et est capable de traverser la barrière hémato-encéphalique. 
Bien qu’il ne possède pas d’AMM dans cette indication, le Témozolomide est utilisé dans les 
mélanomes métastatiques avec des atteintes cérébrales et/ou lorsqu’une administration orale semble 
nécessaire. Un essai clinique de phase III comparatif avec la Dacarbazine n’a cependant pas montré de 
supériorité du Témozolomide (Middleton et al., 2000). 
 Son mode d’action et ses effets indésirables sont exactement les mêmes que ceux de la 
Dacarbazine. 
 
d - Radiothérapie 
La radiothérapie est globalement peu utilisée dans le mélanome et peu d’études sérieuses ont 
été menées sur son efficacité. Elle est généralement prescrite à visée palliative pour les métastases 
osseuses symptomatiques ou cérébrales non opérables (HAS, 2012). Il est cependant intéressant de 





cérébrales de petite taille (<3cm) en nombre restreint (<3). La radiothérapie permet surtout 
d’améliorer la qualité de vie des patients en réduisant les symptômes. 
 
e - Thérapies ciblées 
Comme nous venons de le voir ci-dessus, entre le début des années 1980 et 2010 très peu de 
progrès ont été faits dans la prise en charge du mélanome métastatique et aucun nouveau 
médicament n’a obtenu d’AMM dans cette indication, malgré plus de 4000 essais thérapeutiques 
différents sur le sujet. Depuis près de 15 ans, l’avènement de thérapies ciblées a largement modifié la 
prise en charge et le pronostic de nombreux cancers mais aucune n’était jusqu’alors indiquée dans le 
mélanome. En 2011, deux thérapies ciblées ont obtenu une AMM européenne (Ipilimumab et 
Vemurafenib), deux autres en 2013 (Dabrafenib et Trametinib). De nombreux autres médicaments 
sont actuellement en cours d’évaluation dont les anticorps anti-PD1 qui semblent conduire à des effets 
tout à fait remarquable au cours des premières phases d’essais cliniques (Hamid et al., 2013). 
 
i - Ipilimumab (YERVOY) 
L’Ipilimumab est un anticorps monoclonal bloquant dirigé contre l’antigène 4 des lymphocytes 
T cytotoxiques (CTLA4). Le CTLA4 est un récepteur membranaire des lymphocytes T CD8 inhibant ces 
derniers après interaction avec les molécules de co-stimulation B7 exprimées par les cellules 
présentatrices d’antigènes. Le blocage de CTLA4 aurait une activité anti-tumorale via l’augmentation 
de la production d’interféron, la stimulation de l’expression de molécules de CMH (Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité) de classe I à la surface des tumeurs, l’induction de l’apoptose des cellules 
tumorales mais également une réduction de l’angiogenèse. 
Un essai clinique de phase III a comparé l’Ipilimumab seul ou associé à une vaccination contre 
le peptide gp100 à la vaccination seule. Cet essai a montré une supériorité en terme de survie globale 
de l’Ipilimumab par rapport au vaccin seul (10,0 mois pour l’Ipilimumab et 6,4 mois pour la vaccination) 
mais pas de l’association (10,0 mois versus 10,1 mois)(Hodi et al., 2010). Les résultats de cette étude 
pilote ont été confirmés dans une seconde étude de phase III comparant l’Ipilimumab à la Dacarbazine 
(Robert et al., 2011a).  
  Cet essai a conduit à l’obtention d’une AMM européenne en août 2011 avec une indication dans 
le mélanome métastatique mais uniquement en 2ème ligne. En effet, la Haute Autorité de Santé (HAS) 
a conclu que ce traitement présentait un service médical rendu important de par la gravité de 
l’indication et le manque d’alternatives validées. Cependant, l’amélioration du service médical rendu 
(ASMR) a été jugé mineure de par le faible impact en terme de survie sans progression (HAS, 2011). 
Actuellement, l’accès de la molécule est restreint, pour des raisons administratives indépendantes des 
Figure 21 : Thérapies ciblées en cours de développement clinique pour le traitement 
des mélanomes métastatiques 
A : La majorité des cibles thérapeutiques en cours d’évaluation concernent les voies de 
carcinogenèse décrites dans la partie IB. 
B : Liste des molécules en cours de développement clinique dans les mélanomes 






résultats des études de phase III, aux patients dont le mélanome ne présente pas de mutations de 
BRAF. 
 L’Ipilimumab présente un profil d’effets indésirables complexes, marqué par des manifestations 
inflammatoires sévères pouvant toucher tous les organes. Ceci conjugué à un coût très élevé et un 
taux de réponse proche de 30% rendent son utilisation et son positionnement dans la stratégie 
thérapeutique difficile à préciser et ce d’autant plus qu’il n’existe aucun critère prédictif de la réponse. 
 
ii - Vémurafenib (ZELBORAF) 
Le Vémurafenib est un inhibiteur de la forme mutée B-RafV600E. Ce traitement représente une 
avancée majeure dans la prise en charge et la compréhension de l’oncogenèse des mélanomes 
métastatiques. Cette molécule a montré son efficacité dans le traitement des formes métastatiques 
des mélanomes porteurs d’une mutation BRAFV600X (Chapman et al., 2011). Le taux de réponse 
objective (>30% selon les recommandations RECIST) à ce traitement est proche 50% et le traitement 
améliore significativement la survie globale des patients, mais la majorité d’entre eux présente un 
échappement avec un délai médian de 6-8 mois. Nous détaillerons dans le chapitre suivant son 
mécanisme d’action, son efficacité mais également les résistances à ce dernier. 
 
iii - Thérapie ciblées en cours d’évaluation ou en attente d’AMM 
De nombreuses thérapies ciblées sont en cours d’évaluation dans les mélanomes 
métastatiques, ces dernières sont listées dans la figure 21. Ces dernières ciblent majoritairement les 
voies de signalisation dont la fonction est altérée dans les mélanomes (décrites dans la partie II-B). Il 
est à prévoir que l’efficacité de ces inhibiteurs puisse fortement varier en fonction des combinaisons 
de mutations présentes dans la tumeur cible. De plus, l’efficacité de ces thérapies pourrait être 
renforcée par des associations synergiques. Les associations en cours d’évaluation incluant des 
inhibiteurs de B-Raf ou de MEK sont détaillées dans la chapitre suivant (partie II-C-6) et ce travail 
doctoral démontre en particulier l’intérêt d’associer des inhibiteurs de B-Raf ou MEK avec des 
inhibiteurs d’AKT.  
 
3 - Prévention et dépistage 
a - Prévention 
L’exposition solaire constitue le principal facteur de risque du mélanome en dehors des 
prédispositions génétiques (phototype, antécédents familiaux, mutations constitutionnelles). Il 





campagnes de communication ont visé à sensibiliser le public aux méfais du soleil. Ces campagnes se 
sont focalisées sur les recommandations validées par la HAS afin d’éviter les coups de soleil: 
- Eviter les expositions solaires aux heures de fort ensoleillement (entre 12h et 16h en été en 
France). 
- Porter tee-shirt, chapeau et lunette de soleil. 
- Se protéger à l’aide de crème solaire. 
Nous insisterons ici sur le fait que ce sont majoritairement les coups de soleil dans l’enfance qui 
augmentent le risque de mélanome, le respect des recommandations ci-dessus est plus 
particulièrement important pour les enfants. 
 
b - Dépistage  
 D’après la définition de l’OMS : « Le dépistage a pour objet de déceler les maladies dont sont 
atteintes les personnes apparemment bien portante ». A ce titre, la pathologie visée par le dépistage 
et la méthode utilisée pour cela doivent répondre à certains critères : 
- Concernant la méthode, cette dernière doit être : 
o Peu invasive 
o Peu coûteuse 
o Sensible et spécifique 
- Concernant la pathologie 
o Celle-ci doit être potentiellement dangereuse 
o La prise en charge précoce au stade infra-clinique de cette pathologie doit présenter 
un intérêt par rapport au traitement de la celle-ci au stade symptomatique. 
 
 Le mélanome constitue une pathologie de choix pour être la cible d’un dépistage. En effet, la 
méthode de dépistage, l’examen clinique par un médecin généraliste ou dermatologue, est non 
invasive et peu coûteuse. Lorsqu’ils sont diagnostiqués et réséqués au stade précoce (stade I), les 
mélanomes n’altèrent pas la survie des patients (survie à 5 ans supérieure à 95%) contrairement aux 
stades plus avancés. 
 En France, il existe une « Journée de prévention et dépistage des cancers de la peau » au cours 
de laquelle les dermatologues se mobilisent gratuitement pour dépister ces cancers. L’impact de cette 
journée est essentiellement médiatique et a pour objectif de sensibiliser la population générale sur 
l’intérêt de se soumettre à un examen dermatologique régulier. Cependant l’analyse de 
l’épidémiologie du mélanome en France incite à émettre l’hypothèse que le dépistage du mélanome 





médicales. Il a par ailleurs été rapporté que la majorité des cas de mélanome sont dépistés après auto-
identification par le patient lui-même d’une lésion jugée comme anormale l’incitant à consulter. 
L’éducation et la sensibilisation grand-public à l’auto-dépistage semblent également une piste à 
explorer pour améliorer la qualité du dépistage du mélanome en France.  
Figure 22 : Les voies de signalisation des MAPK 
A : Schéma générique de la transduction du signal des voies MAPK. En réponse à un signal 
souvent extracellulaire, une MAPKKK est activée et active alors par phosphorylation une MAPKK. 
Cette dernière peut dès lors à son tour phosphoryler et activer une MAPK. Finalement, la MAPK 
assurera ses fonctions par phosphorylation de cibles cytoplasmiques et en modulant la transcription 
de gènes via ses cibles nucléaires. 
(D’après Niault, 2010) 
 
B : Structure schématique des 14 MAPK humaines. 
Les MAPKs sont composées d’un domaine kinase représenté en bleu, contenant une boucle 
d’activation de 3 résidus spécifiques chacune. 
(D’après Coulombe, 2007) 
 
C : Schéma des 4 voies MAPK classiques connues chez l’Homme. 
Pour chacune des voies, sont présentées ses activateurs, ses effecteurs, les protéines d’échafaudage 
participant à la transduction du signal ainsi que leurs principales fonctions. 






II - La voie Ras/Raf/MEK/ERK, cible thérapeutique majeure dans les 
mélanomes 
A - La voie Ras/Raf/MEK/ERK 
1 - Généralités sur les voies MAP Kinases  
Les voies de signalisation MAPK, pour Mitogen-Activated Protein Kinases, correspondent à des 
voies de transduction du signal extrêmement conservées chez les eucaryotes retrouvées des levures 
jusqu’à l’Homme. Elles se composent classiquement d’une cascade en 3 étapes incluant 3 kinases, 
appelées de manière générique : MAPKKK (MAPK Kinase Kinase), MAPKK (MAPK Kinase) également 
appelé MEK) et MAPK, conduisant à l’activation par phosphorylation de cette dernière (Figure 22A). 
Cette cascade peut éventuellement être complétée par une 4ème kinase en amont, MAPKKKK, ou en 
aval, MAPKAPK pour MAPK Activated Protein Kinase. Chez l’Homme, il existe 5 voies différentes faisant 
intervenir au moins 14 MAPK, 7 MAPKK et 14 MAPKKK. Les 14 MAPK sont présentées dans la figure 
22B ainsi que leur voie de signalisation respective dans la figure 22C (pour revue Coulombe and 
Meloche, 2007; Plotnikov et al., 2011; Qi, 2005; Roskoski, 2012): 
 
a - ERK1/2  
La voie conduisant à l’activation d’ERK1 et d’ERK2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) est 
considérée comme la voie canonique des MAPK et en l’absence de précision le terme MAPK renvoie à 
cette voie. Elle a été à ce titre de loin la plus étudiée. Elle permet comme son nom l’indique, 
Extracellular-signal Regulated Kinase, l’intégration de signaux d’origine extracellulaire tels que les 
facteurs de croissance. Nous détaillerons ses membres, sa régulation et son rôle dans le mélanome 
dans les parties suivantes. 
 
b - JNK1/2/3 
La voie conduisant à l’activation de Jun N-terminal Kinase (JNK) est également appelée SAPK 
pour Stress Activated Protein Kinase. Cette voie est activée en réponse à des stress tels que les 
radiations, les génotoxiques, l’hypoxie, le stress oxydant ou les variations de pression osmotique. 
MEK4 et MEK7 constituent les MAPKKs spécifiques de cette voie alors qu’un très large nombre de 
MAPKKKs ont été décrites (Figure 22C). La voie JNK est impliquée en particulier dans l’induction de 
l’apoptose, le développement de certaines cellules immunitaires, l’activité neuronale et la signalisation 
de l’insuline. 
Figure 23 : Les protéines Ras 
A : Principe d’activation et d’inactivation des protéines Ras. A l’état inactif, les protéines Ras 
sont liées au GDP.  Leur interaction avec une GEF induit le relargage du GDP qui est remplacé par 
un GTP activant ainsi la protéine Ras. Au contraire, l’interaction des formes actives avec une GAP 
augmente l’activité GTPase de la protéine Ras et induit ainsi son inactivation. 
(D’après Cooper, 2010) 
 
B : Structure des isoformes Ras 
Les protéines Ras sont composées d’un domaine G, conservé au sein de la superfamille Ras et d’un 
domaine hypervariable. Le domaine G comprend la boucle P (Phosphate binding loop) impliquée 
dans la liaison au GDP et GTP, les switch I et II impliqués dans la liaison aux régulateurs et aux 
effecteurs des protéines Ras. La région hypervariable quant à elle est impliquée dans les 
modifications post-traductionnelles (farnésylation et palmitoylation) respondables de la localisation 
membranaire des protéines Ras. 
(D’après Schubbert, 2007) 
 
C : Modifications post-traductionnelles des protéines Ras 
Les farnésyl-transférases (FT) catalysent la fixation d’un farnésyl sur la cystéine de la séquence 
CAAX terminale, les 3 derniers résidus AAX sont ensuite enlevés par une endopeptidase 
permettant alors la méthylation par une méthyltransférase du nouveau groupement OH libre. Les 
protéines Ras ainsi modifiées peuvent s’associer à la membrane où sont ajoutées par une 
palmitoyltransférase, 2 groupements palmitoyles sur des cystéines situées en amont du farnésyl, 
permettant la stabilisation de l’interaction avec la membrane. 






c - p38  
La voie p38 comporte 4 MAPK, p38α, p38β, p38γ et p38δ, pouvant toutes être activées par la 
MAPKK MEK6 alors que seules p38α et p38β sont activées par MEK3. Elles sont impliquées dans la 
réponse au stress dont les radiations, les UV, l’hypoxie mais également aux hormones et à certaines 
cytokines comme l’IL-1β et le TNF. Cette voie joue notamment un rôle dans l’immunité (inflammation, 
production de cytokines, maladies auto-immunes), l’angiogenèse, la balance apoptose/survie et la 
sénescence.  
 
d - ERK5  
ERK5 est activée en réponse aux stress et à des signaux mitogènes par les MAPKKKs MEKK2 et 
MEKK3 et la MAPKK MEK5 et induit l’activation de la MAPKAPK, SGK1. Il est à noter qu’ERK5 est 
également un facteur de transcription capable de se lier directement par sa région non-catalytique à 
l’ADN (Figure 22B). Elle est nécessaire au développement du système cardiovasculaire et à 
l’angiogenèse. 
 
e - Les MAPK atypiques : ERK3, ERK4, ERK7 et NLK 
La 5ème voie correspond aux MAPK atypiques, en effet ERK3, ERK4 et NLK ne possèdent pas le 
motif conservé T-X-Y, site classique de leur phosphorylation par les MAPKKs. Les mécanismes qui les 
régulent ainsi que leurs fonctions ont été peu étudiés et elles restent mal caractérisées et peu 
comprises. 
 
2 - Présentation des différents membres de la voie Ras/Raf/MEK/ERK 
a – Ras 
Les protéines de la sous-famille Ras sont sûrement parmi les protéines les plus étudiées en 
biologie cellulaire depuis la découverte en 1982 de leur implication dans les cancers (pour revue 
Downward, 2003; Roskoski, 2012a; Young et al., 2009). 
Ce sont des protéines G monomériques fonctionnant comme des interrupteurs moléculaires : 
elles cyclent entre un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP. Ce cycle est régulé par 
l’intervention de GTPase-Activating Proteins (GAP) et de Guanine nucléotide Exchange Factors (GEF). 
Les GEFs stimulent la libération du GDP et favorisent ainsi l’échange du GDP contre un GTP induisant 
l’activation de la protéine G. Les GAPs en stimulant l’hydrolyse du GTP lié en GDP favorisent le retour 
à l’état inactif de la GTPase (Figure 23A). 
A 
Figure 24 : Les protéines Raf 
A : Structure des protéines Raf. Les 3 isoformes A-Raf, B-Raf et C-Raf partagent 3 régions 
conservées CR1,2 et 3. La région CR1 contient le domaine RBD de liaison à Ras ainsi qu’un 
domaine CRD riche en cystéine impliqué dans le liaison de la protéine à la membrane plasmique. 
CR3 contient le domaine catalytique. Les acides aminés indiquent les différents sites de 
phosphorylation. 
(D’après Wellbrock, 2004) 
 
B : Structure tridimensionnelle des protéines Raf. Diagramme de Ribbon illustrant la structure 
tridimensionnelle de B-Raf co-cristallisée avec un inhibiteur, le Sorafenib. La protéine est 
composée d’un lobe C et d’un lobe P à l’interface desquels se trouve la poche de liaison à l’ATP 
correpondant également au site de liaison des inhibiteurs. 







Chez l’Homme, 21 gènes constituent la sous-famille Ras. Seuls les 3 membres canoniques, 
HRAS, NRAS et KRAS impliqués dans les cancers, ont été considérablement étudiés. Ces 3 derniers 
codent pour 4 protéines fortement homologues N-Ras, H-Ras, K-Ras4A et K-Ras4B, ces 2 dernières 
étant issues d’un épissage alternatif du même gène (Figure 23B). Ces protéines possèdent à leur 
extrémité C-terminale une séquence CAAX sur laquelle peut se lier de manière covalente un lipide 
isoprénoïque, le farnésyl. Cette prénylation permet notamment l'ancrage des protéines Ras aux 
membranes cellulaires, ancrage stabilisé par le groupement palmitoyl présent chez N-Ras, H-Ras et K-
Ras 4A ou par le domaine polybasique C-terminal de K-Ras4Ba. De plus, ces modifications influencent 
la localisation subcellulaire de ces protéines. En effet, alors que K-Ras n’est retrouvée qu’à la 
membrane plasmique, H-Ras et N-Ras sont également retrouvées au niveau des membranes 
intercellulaires (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi et endosomes). Ces différences 
pourraient en partie expliquer la non-redondance des protéines Ras. 
En effet, si les mécanismes conduisant à leur activation mais également la transduction du 
signal en aval semblent identiques, les protéines Ras ne sont clairement pas redondantes. Comme 
nous le verrons par la suite toutes participent à la carcinogenèse mais chacune à des organes cibles 
différents. Au niveau embryonnaire, seul le KO de KRAS est létal (Malumbres and Barbacid, 2003). Une 
des hypothèses expliquant leur non-redondance est le fait qu’en réponse à leur activation, les 
protéines Ras se concentrent dans des nanoclusters qui diffèrent, en particulier par leur composition 
lipidique et protéique, les protéines d’échafaudage varieraient également (Udell et al., 2010). 
 
b – Raf  
Les protéines Raf sont des sérine/thréonine kinases faisant partie des MAPKKKs (pour revue 
Roskoski, 2010; Udell et al., 2010; Wellbrock et al., 2004). Chez les mammifères, elles sont codées par 
3 gènes homologues ARAF, BRAF et CRAF dont les fonctions ne sont pas redondantes, les KO de chacun 
de ces gènes étant létal chez la souris. BRAF est considéré comme l’ancêtre commun du fait de son 
homologie avec DRAF, seul homologue présent chez la drosophile. Mais CRAF, ayant été le premier 
membre identifié, a été  le plus étudié jusqu’2002, année de la découverte des mutations de BRAF 
dans les cancers, BRAF ayant dès lors repris l’avantage (Davies et al., 2002).  
Les protéines Raf sont constituées de 3 régions conservées CR1, 2 et 3 (Figure 24A). Alors que 
CR3 est porteuse de l’activité kinase, les régions CR1 et CR2 sont impliquées dans la régulation de cette 
dernière via une interaction intramoléculaire. En effet, à l’état inactif les régions CR1 et CR2 masquent 





Au niveau tri-dimensionnel, les protéines Raf sont constituées de 2 lobes à l’interface desquels 
se trouve le site catalytique. La position relative des 2 lobes détermine l’état actif/ouvert ou 
inactif/fermé de la kinase (Figure 24B). 
L’activité des protéines Raf est modulée par de nombreuses phosphorylations dont elles sont 
le siège. A titre d’exemple, A-Raf contient 35 sites de phosphorylation, dont les kinases en jeu mais 
également les rôles restent obscurs (Roskoski, 2010).  
Cinq phosphorylations, S338, Y341, T491, S494 et S621, sont nécessaires à l’activité de C-Raf, 
Y341 est phosphorylé par Src et permet la phosphorylation subséquente de S338. Pour B-Raf, la S445, 
équivalent à la S338 de C-Raf, est constitutivement phosphorylée alors que la Y341 est absente, 
remplacée par un aspartate (D448). De plus, la position S259 de C-Raf, également absente de B-Raf, 
correspond à une phosphorylation inhibitrice (Figure 24A). En conséquence, l’activation de B-Raf ne 
nécessite plus que 3 phosphorylations contre 5 phosphorylations et une déphosphorylation pour C-
Raf. L’activation de B-Raf est donc facilitée, elle nécessite la conjonction d’un plus petit nombre 
d’évènements (la phosphorylation par Src n’est plus nécessaire par exemple) expliquant le rôle 
oncogénique préférentiel de B-Raf par rapport à ses homologues (voir partie II-B-2-a). 
Parmi les différences entre les 3 homologues, il est à noter que C-Raf possède des substrats 
additionnels de MEK1/2. En effet, C-Raf est également capable de phosphoryler NF-κB, Rb et DAB et 
peut moduler par liaison directe l’activité de ASK, MST-2, Bcl-2, NF-κB et ROCK2. 
 
c – MEK1/2 
Dans la voie MAPK canonique, le rôle de MAPKK est joué par les protéines MEK1 et MEK2, MAP 
kinase/ERK Kinase, appartenant au petit groupe des kinases ayant une activité tyrosine/thréonine 
kinase. En effet, elles phosphorylent leurs seuls substrats connus à ce jour, ERK1 et ERK2, 
respectivement sur les résidus T202/Y204 et T185/Y187 (pour revue Roskoski, 2012b). 
Leur activité est modulée par phosphorylation principalement par les protéines Raf lors de la 
transduction du signal de la voie MAPK mais également par CDK5, MEKK1, Mos, COT et ERK1. En effet, 
elles sont activées par les protéines Raf par double phosphorylation des S218 et S222 de MEK1 et S222 
et S226 de MEK2. Si l’ajout des 2 phosphates est nécessaire la transition de l’état inactif à l’état actif, 
après activation la déphosphorylation d’un seul résidu n’est pas suffisante à induire la perte totale 
d’activité. En sus de ces phosphorylations activatrices, MEK1 et MEK2 sont le siège de phosphorylations 
inhibitrices sur les résidus S212, T286, T292 et T386 par CDK5 et ERK1 participant ainsi au rétrocontrôle 
négatif de la voie MAPK.  
Si, MEK1 et MEK2 ne sont pas totalement redondantes in vivo - chez la souris, le KO de MEK1 
est létal alors que celui de MEK2 ne conduit à aucun phénotype particulier - leurs différences restent 
A 
B 
Figure 25 : Les récepteurs à tyrosine kinase, principaux activateurs de Ras 
A : La famille des récepteurs à tyrosine kinase.  
(D’après Pierotti and Borrello, 2012) 
 
B : Activation de Ras par les RTK. 
La fixation du ligand sur un RTK induit sa dimération et sa transactivation par phosphorylation. La 
protéine Grb2 se fixe sur le RTK activé, recrute à la membrane et active la GEF SOS. SOS induit 
alors l’activation de Ras en favorisant l’échange du GDP/GTP. 






ténues (Giroux et al., 1999). En effet, elles sont activées dans les mêmes conditions et activent de 
manière aussi efficace ERK1/2. La principale différence à ce jour, semble être le fait que MEK1 est le 
siège d’un rétrocontrôle négatif : sa phosphorylation en T292 par ERK1/2 l’inhibe, cette thréonine 
n’ayant pas d’équivalent sur MEK2 (Brunet and Pages, 1994). 
 
d – ERK1/2  
ERK1 et ERK2 constituent les MAPK canoniques chez l’Homme (pour revue Roskoski, 2012a). 
Ce sont des sérine/thréonine kinases phosphorylant indifféremment ces 2 résidus à condition qu’ils 
soient suivis d'une proline. Elles sont constituées respectivement de 379 et 360 acides aminés et 
présentent 85% d’homologie entre elles. 
Si elles semblent être totalement équivalentes (tout mécanisme activant l’une d’entre elles 
activent également l’autre), elles ne sont pas complètement redondantes, au moins in vivo durant le 
développement. En effet, chez la souris alors que le KO d’ERK2 est létal au niveau embryonnaire, celui 
d’ERK1 est viable. 
ERK1/2 phosphorylent un très grand nombre de cibles (175 identifiées à ce jour) dont une large 
part de facteurs de transcription, et interviennent ainsi dans de nombreux processus cellulaires (voir 
partie II-A-3-g et II-B-1). 
 
3 – La transduction du signal via Ras/Raf/MEK/ERK 
a - RTK => Ras 
Les RTK constituent une famille d’une cinquantaine de protéines membranaires réparties en 
une vingtaine de sous-familles en fonction de leur ligand (Figure 25A). Ils sont constitués d’une partie 
N-terminale extracellulaire impliquée dans la liaison aux ligands, un domaine transmembranaire et un 
domaine C-terminal intracellulaire porteur de l’activité catalytique.  
Le plus souvent, la fixation du ligand sur le domaine extracellulaire entraîne la dimérisation du 
récepteur induisant l’autophosphorylation des dimères et conduisant à leur activation complète. Des 
modifications conformationnelles font apparaître des sites d’ancrage de haute affinité qui induisent le 
recrutement de protéines de signalisation intracellulaire via leur domaine SH2 et SH3 (Src Homology). 
En fonction du récepteur la combinaison de protéines recrutées varie, assurant ainsi la spécificité de 
la signalisation induite (Cooper, 2000). La transduction du signal conduit à l’activation de plusieurs 
voies de signalisation dont la voie MAPK via l’activation de Ras. 
L’activation de Ras en réponse aux RTK peut impliquer l’activation d’une GEF ou l’inactivation 
d’une GAP. Le mécanisme le plus fréquent et le mieux caractérisé fait intervenir la GEF SOS (Son Of 
Figure 26 : Les voies de signalisation activées par Ras 
Via les nombreuses voies de signalisation qu’elles sont capables d’activer les protéines Ras 
interviennent dans un grand nombre de processus cellulaires. 
(D’après Berndt, 2011) 
Figure 27 : Transduction du signal par les protéines Raf 
A l’état inactif, les protéines Raf sont dans le cytosol, maintenues repliées par la protéine 
chaperonne 14-3-3 et majoritairement sous forme d’hétérodimères B-Raf/C-Raf. Les protéines 
MEK sont également cytosoliques et au sein de tétramères incluant 2 protéines MEK et 2 protéines 
d’échafaudage KSR. 
Suite à l’activation de Ras, les hétérodimères Raf sont recrutés à la membrane, l’interaction avec 
14-3-3 est modifiée mais toujours existante. Les hétérodimères KSR/MEK se lient aux protéines 
Raf ainsi activées, conduisant à la phosphorylation activatrice de MEK, au recrutement de ERK 
ainsi qu’à son activation. 






Sevenless). Tout d’abord, l’activation du RTK induit le recrutement de la protéine adaptatrice Grb2 via 
son domaine SH2, son domaine SH3 est quant à lui impliqué dans le recrutement de la GEF SOS à la 
membrane plasmique. SOS ainsi localisé à la membrane interagit avec Ras, également membranaire, 
et induit son activation en favorisant l’échange du GDP lié à Ras inactif contre un GTP (Figure 25B) 
(Alberts et al.; McKay and Morrison, 2007). 
Cette activation de Ras induit l’activation de nombreuses voies de signalisation (Figure 26) dont 
la voie MAPK que nous allons décrire. De plus, il est à noter que Ras peut également être activé de 
manière beaucoup plus rare par des récepteurs couplés aux protéines G. 
 
b – Ras => Raf 
Ras ainsi activée conduit à l’activation des protéines Raf, qui activent alors les MAPKKs MEK1 
et MEK2, par un processus multi-étapes pas encore totalement compris. Nous ne décrirons ici que de 
manière très simpliste le mécanisme supposé (pour revue Roskoski, 2010; Udell et al., 2010; Wellbrock 
et al., 2004)). 
A l’état inactif, les protéines Raf sont retrouvées dans le cytosol dans un état « fermé », les 
régions CR1 et CR2 sont repliées et masquent la région CR3. Cette conformation inactive est stabilisée 
par la liaison avec la protéine chaperonne 14-3-3 (Figure 27). 
Lorsque Ras est activée, Ras-GTP interagit avec le domaine RBD (Ras Binding Domain) situé 
dans la région N-terminale CR1 de Raf et induit son recrutement à la membrane. Le domaine CBD 
(Cystein Rich Domain), également contenu dans la région CR1, stabilise le recrutement de Raf en se 
liant à la fois à Ras et aux phospholipides membranaires. Parallèlement, la liaison à 14-3-3 est modifiée, 
cette dernière ne maintient plus la protéine Raf repliée, mais permet la stabilisation de la liaison de 
cette dernière aux protéines d’échafaudage (scaffold protein) impliquées dans la transduction 
Raf=>MEK=>ERK. Cette activation induit également une dimérisation des protéines Raf sous forme 
d’homodimères et/ou d’hétérodimères. L’activation des homodimères B-Raf ne nécessite que 
l’activation de Ras alors que celle des homodimères C-Raf nécessite en plus l’intervention de Src 
(Marais et al., 1997). Cependant, les dimères les plus catalytiquement actifs seraient les hétérodimères 
B-Raf/C-Raf. Dans ce cas de figure, B-Raf conduirait à la transactivation du domaine catalytique de C-
Raf indépendamment des modifications post-traductionnelles de sa région régulatrice. La protéine 
d’échafaudage 14-3-3 serait en revanche nécessaire lors de ce processus (Garnett et al., 2005; Mizutani 
et al., 2001; Rushworth et al., 2006; Weber et al., 2001). 
Cette hétérodimérisation a été extensivement étudiée depuis la découverte par Davies et al., 
de mutations de B-Raf dans les cancers et la mise en évidence d’une activité paradoxale des inhibiteurs 
de B-Raf via cette hétérodimérisation (voir partie II-C-3-c)(Davies et al., 2002). En effet, certaines 
Figure 28 : Protéines d’échafaudage et transduction du signal de la voie MAPK 
Les protéines KSR, Sef et MP1 sont impliquées dans l’activation de ERK en réponse à 
Ras respectivement à la membrane plasmique, à l’appareil de Golgi et aux endosomes. La 
paxilline est quant à elle impliquée dans l’activation de ERK au niveau des adhésions 
focales. 




mutations entraînent de manière surprenante une diminution de l’activité catalytique de B-Raf. 
Cependant, les protéines mutées sont toujours capables d’hétérodimériser avec C-Raf et la mutation 
rend cette dimérisation indépendante de Ras conduisant la transactivation constitutive de C-Raf 
(Garnett et al., 2005; Wan et al., 2004). 
Enfin, d’autres protéines d’échafaudage que 14-3-3, sont impliquées dans la transduction du 
signal Raf => MEK telles que les protéines KSR, CNK, IQGAP ou la paxilline et pourraient également 
intervenir dans la transduction Ras/Raf. Si leur rôle a été démontré chez la drosophile et C. Elegans, il 
reste flou chez les mammifères, elles pourraient en outre déterminer la combinaison de protéines Raf 
dimérisant. 
 
c - Raf => MEK1/2 
A l’état basal, les protéines MEK1/2 sont retrouvées dans le cytoplasme sous forme de dimères 
liés à des protéines d’échafaudage telles que les protéines KSR (Kinase Suppressor of Ras) formant ainsi 
des tétramères incluant des homodimères (MEK1/MEK1 ou MEK2/MEK2) ou des hétérodimères 
(MEK1/MEK2). 
 Les protéines Raf dimérisées recrutées à la membrane et activées par Ras-GTP (décrit partie II-
3-b) induisent, via leur extrémité C-terminale, le recrutement à la membrane des tétramères KSR/MEK 
(Figure 27). Les protéines Raf activent les protéines MEK1/2 par une double phosphorylation sur les 
sérines en position 218 et 222 pour MEK1 et 222 et 226 pour MEK2. 
Les protéines d’échafaudage KSR interviendraient également dans l’activation des protéines 
MEK1/2 et sont strictement nécessaires à l’activation de la voie MAPK par Ras (Therrien et al., 1995; 
Yu et al., 1998). En effet, les protéines KSR ont une structure proche des protéines Raf et appartiennent 
à ce titre à la famille des sérine/thréonine kinases. Elles ont été pendant longtemps considérées 
comme des pseudo-kinases ne portant pas d’activité catalytique car elles sont dépourvues de 
l’enchaînement conservé His-Arg-Asp (elles présentent à la place l’enchaînement His-Lys-Asp) au 
début de la boucle d’activation conservée dans les kinases actives. Cependant des articles récents ont 
montré que les protéines KSR étaient impliquées dans l’activation des protéines MEK via leur 
phosphorylation sur des sites autres que ceux phosphorylés par les protéines Raf et ceci de manière 
dépendante des protéines Raf mais indépendamment de leur activité kinase (Brennan et al., 2011; Hu 
et al., 2011). 
Les hétérodimères MEK1/MEK2 sont majoritaires et présentent des fonctions supplémentaires 
par rapport aux homodimères. D’une part, MEK1 est capable de transactiver MEK2 en réponse à la 
signalisation via les intégrines. D’autre part, MEK1 est le siège d’une phosphorylation inhibitrice par 
ERK1 impliquée dans le rétrocontrôle négatif de la voie MAPK qui induit l’inactivation de MEK2 au sein 
Figure 29 : Rétrocontrôles de la voie MAPK 
Les protéines ERK1/2 sont responsables d’un rétrocontrôle négatif direct par 
phosphorylation inhibitrice de MEK1/2, C-Raf/B-Raf et SOS. Ces dernières induisent 
également un rétrocontrôle indirect en activant via leurs cibles nucléaires l’expression des 
protéines DUSPs et SPRYs. Ces dernières inactivent par déphosphorylation 
respectivement ERK1/2 et Ras. 





des hétérodimères (Catalanotti et al., 2009). Ces fonctions supplémentaires de MEK1 par rapport à 
MEK2 pourraient expliquer le rôle essentiel de MEK1 dans le développement de la souris, en effet alors 
que les KO MEK1 sont létaux, les KO MEK2 sont parfaitement viables (Catalanotti et al., 2009; Roskoski, 
2012b). 
 
d - MEK => ERK 
Les complexes incluant les protéines activées Raf/MEK ainsi que les protéines d’échafaudage 
recrutent les protéines ERK1 et ERK2 cytoplasmiques. Cette liaison induit une modification 
conformationnelle d’ERK découvrant les tyrosines en position 204 pour ERK1 et 187 pour ERK2 qui 
seront alors phosphorylées par MEK. ERK1 et ERK2 ainsi mono-phosphorylées pourraient se dissocier 
du complexe puis se réassocier pour être cette fois phosphorylées sur la thréonine, en position 202 sur 
ERK1 et 185 sur ERK2, voisine de la tyrosine précédente. Cette double phosphorylation conduit à une 
augmentation de l’activité kinase d’ERK d’un facteur 50 000 in vitro (Roskoski, 2012a). 
La signalisation en aval peut être faite par des monomères ou des homodimères, les 
hétérodimères étant instables (Khokhlatchev et al., 1998). De plus, des protéines d’échafaudage 
pourraient également intervenir. L’affinité des protéines ERK pour leurs cibles serait ainsi modulée en 
fonction de leur forme monomérique versus dimérique et des protéines d’échafaudage auxquelles 
elles sont associées. A titre d’exemple, les monomères sont capables de transiter de manière passive 
entre le noyau et le cytoplasme alors que les dimères nécessitent un transport actif pour entrer dans 
le noyau (Adachi et al., 1999; Casar et al., 2008; Lidke et al., 2009). Concernant les cibles 
cytoplasmiques des protéines ERK, la dimérisation et l’intervention de protéines d’échafaudage 
seraient essentielles et varierait en fonction de la localisation subcellulaire (Figure 28)(Casar et al., 
2008, 2009; Kolch, 2005; McKay and Morrison, 2007). 
 
e - Retour à l’état inactif : le rétrocontrôle négatif 
L’activation de la voie MAPK doit être régulée temporellement, de multiples mécanismes assurent 
donc le retour à l’état inactif. L’activation de la voie MAPK induit parallèlement la mise en place de 
mécanismes de rétrocontrôles négatifs. Plusieurs mécanismes ont été mis évidence dont (Figure 29): 
- Les protéines ERK inactivent par phosphorylation les effecteurs de la voie MAPK : 
o La GEF SOS est phosphorylée par ERK1. Ceci inhibe la liaison du complexe Grb2/SOS 
aux RTK activés induisant ainsi le découplage entre les RTK et Ras (Buday et al., 1995). 
o Les protéines B-Raf et C-Raf sont phosphorylées par ERK sur de nombreux sites : S29, 
S43, S289, S296, S301 et S642 pour C-Raf et S151, S750 ainsi que les T401 et T753 pour 
Figure 30 :  Les DUSPs, localisation subcellulaire et spécificité 
Les DUSPs sont réparties en 3 classes selon leur localisation subcellulaire. Au sein de 
chaque classe, la spécificité des DUSPs pour les différentes MAPK, ERK1/2, p38 et JNK, 
est variable. 




B-Raf. Ces dernières entraînent l’inactivation des protéines Raf, la dissociation de 
dimères et leur relocalisation cytoplasmique (Brummer et al., 2003; Dougherty et al., 
2005; Ritt et al., 2009; Rushworth et al., 2006). 
o MEK1 est également phosphorylée en position T292, ce qui induit sa propre 
inactivation ainsi que la transinactivation de MEK2, lorsque elles sont associées en 
hétérodimères (Brunet and Pages, 1994; Catalanotti et al., 2009; Eblen et al., 2004). 
o KSR1 peut également être phosphorylée sur les résidus T260, T274, S320, and S443 
induisant sa libération de la membrane (McKay et al., 2009). 
 
- Les DUSP (DUal-Specificity Phosphatases), également appelés MAP Kinase Phosphatases 
(MKP) inactivent les protéines ERK. 
Les DUSPs sont une famille de phosphatases ayant comme leur nom l’indique une double 
spécificité, elles sont en effet capables de déphosphoryler des tyrosines et des thréonines. Elles 
ont pour fonction d’inactiver les MAPK. Chez l’Homme, 10 DUSP catalytiquement actives sont 
décrites, leur spécificité envers les différentes MAPK est dépendante de leur localisation 
subcellulaire (Figure 30). A l’état basal, leur expression est relativement faible, cette dernière 
est augmentée précocement en réponse à l’activation des MAPK, notamment par activation 
transcriptionnelle. De plus l’activité des DUPSs peut être modulée par phosphorylation directe 
(Bermudez et al., 2010; Owens and Keyse, 2007; Roskoski, 2012a). 
 
- Sprouty dont la transcription est activée via les cibles nucléaires d’ERK1/2 inhibe la 
transduction entre les RTK et Ras. En effet, les protéines Sprouty séquestrent le complexe 
Grb2/SOS prévenant aussi l’activation de Ras. 
 
f – Mécanismes physiologiquement contrôlés par la voie MAPK 
La voie MAPK contrôle un grand nombre de processus cellulaires, via ses très nombreuses 
cibles (plus de 150 répertoriées à ce jour), tels que la prolifération, la survie, l’apoptose, la migration, 
la différenciation… Ces derniers sont notamment déterminés en fonction du contexte cellulaire par la 
durée de la signalisation et les cibles préférentielles d’ERK. Nous nous contenterons ici de détailler les 
mécanismes généraux (Figure 22C)(Plotnikov et al., 2011; Roskoski, 2012a). 
Le rôle le plus connu des protéines ERK est l’activation de facteurs de transcription dans le 
noyau. En effet, ERK induit la phosphorylation activatrice de facteurs de transcription qui entraînent la 
transcription de gènes appelés « gènes de réponse immédiate » et présentant des éléments de 
réponse au sérum (SRE, Serum Response Element) tels que FOS ou MYC. Une partie de ces derniers 
Figure 31 :  Les caractéristiques du cancer 




étant eux-mêmes des facteurs de transcription, ils peuvent alors induire en cascade la transcription 
d’autres gènes qualifiés de « gènes de réponse tardive ». 
Les protéines ERK1/2 activées sont également capables d’inhiber l’expression de gènes 
indépendamment de leur activité kinase par liaison directe sur l’ADN. Enfin, elles peuvent également 
induire des modifications d’expression plus larges via le remodelage de la chromatine. En effet, des 
interactions entre les protéines ERK1/2 et HDAC4, PARP1 et la topoisomérase 2 ont également été 
décrites. 
 Pour finir, les protéines ERK sont également capables de réguler des processus cellulaires 
indépendamment de leurs fonctions nucléaires. Elles sont, par exemple, capables de moduler l’activité 




B - La voie MAPK, "driver" de la mélanomagenèse 
1 - Rôle de la voie MAPK dans la carcinogenèse 
En 2000, les Professeurs D. Hanahan et R.A. Weinberg ont listé dans une revue, faisant 
référence depuis, les 6 caractéristiques nécessaires à la tumorigenèse (Hanahan and Weinberg, 2000). 
En 2011, dans une nouvelle édition, ils ont actualisé cette revue et ont étendu cette liste à 10 
caractéristiques incluant notamment le rôle du microenvironnement dans l’initiation et la promotion 
tumorale (Figure 31)(Hanahan and Weinberg, 2011). La voie MAPK est impliquée de manière plus ou 
moins évidente dans toutes ces caractéristiques (Maurer et al., 2011; Pylayeva-Gupta et al., 2011) 
 
1- Prolifération : auto-suffisance en facteurs de croissance 
La voie MAPK est, par essence, une voie contrôlant la prolifération cellulaire en réponse aux 
signaux mitogènes. Son activation constitutive induit en conséquence la prolifération cellulaire 
indépendamment des facteurs de croissance. De plus, la voie MAPK induit la production de facteurs 
de croissance autocrines et paracrines (McCarthy et al., 1995). 
 
2- Echappement aux inhibiteurs de prolifération 
De manière physiologique, dans des cellules saines, l’activation de la voie MAPK participe à la 
différenciation cellulaire. Au contraire, dans le cadre des cellules cancéreuses, elle maintiendrait un 
état dédifférencié favorisant la prolifération cellulaire. D’autre part, alors que dans les cellules 





MAPK stimule sa sécrétion qui induit la prolifération cellulaire. Enfin, C-Raf est capable de se lier à Rb 
et de l’inactiver, prévenant son action de suppresseur de tumeurs (Kinkade et al., 2008; Wang et al., 
1998). 
 
3- Echappement au système immunitaire 
La voie MAPK interfère avec la reconnaissance de la tumeur par le système immunitaire. En 
effet, elle conduit à une diminution de l’expression des récepteurs CMH, de la présentation de peptides 
antigéniques ainsi que à la sécrétion de cytokines favorisant l’échappement (Lohmann et al., 1996; 
Sumimoto, 2006). De plus, Ras réduit l’expression de Fas prévenant la lyse des cellules tumorales via 
Fas/FasL (Gazin et al., 2007). 
 
4- Capacités de réplication infinie 
La voie MAPK augmente l’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase, hTERT. En 
effet, il existe sur le promoteur de hTERT des sites de fixation des facteurs de transcription Ets et Myc, 
respectivement cible directe et indirecte d’ERK1/2 (Dwyer et al., 2007). De plus, il a été montré que 
l’induction de Myc par la voie MAPK participe à la suppression de la sénescence induite par les 
oncogènes (Zhuang et al., 2008). 
 
5- Inflammation pro-tumorale 
L’activation de la voie MAPK conduit notamment dans les cellules de mélanome à la sécrétion 
d'Interleukine 6 (IL-6), facteur crucial de l’inflammation (Sumimoto, 2006).  
 
6- Métastases 
L’activation de la voie MAPK favorise le processus métastatique en de nombreux points. Tout 
d’abord, elle altère l’adhésion intercellulaire et l’architecture des tissus par la diminution d’expression 
de certaines intégrines et de la cadhérine E via notamment l’expression des répresseurs 
transcriptionnels Snail et Slug. Ces derniers participent également très fortement au processus d’EMT 
(Transition Epithélio-Mesemchymateuse) induit par le TFGβ dont la sécrétion est stimulée par la voie 
MAPK. L’invasion est également favorisée par d’autres mécanismes dépendant de la voie MAPK dont 
l’expression de RhoE/Rnd3, l’extinction de PDE5, la sécrétion de protéases de la matrice cellulaire 
comme la MMP-9 et la diminution d’inhibiteurs de ces protéases (Arozarena et al., 2011; Beliveau et 
al., 2010; Klein et al., 2008). Enfin la voie MAPK favorise la survie et l’extravasation des cellules 







7- Stimulation de l’angiogenèse 
La voie MAPK stimule l’angiogenèse en induisant l’expression du VEGF, en condition de 
normoxie via le site AP-2/SP1 de son promoteur et en hypoxie par phosphorylation stabilisatrice de 
HIF-1α (Berra et al., 2000). 
 
8- Instabilité Génomique 
L’activation oncogénique de la voie MAPK conduit à une hyperprolifération favorisant le stress 
réplicatif. Or l’activation de cette voie stimule parallèlement les transitions G1/S et G2/M. En 
l’occurrence, s’il existe des dommages à l’ADN, la rapidité de la transition G2/M induite ne permet pas 
leur réparation et conduit donc à l’accumulation de dommages à l’ADN. Ainsi, il a été montré que 
l’activation de la voie MAPK par les mutations de Ras ou de BRAF induisent l’accumulation de 
dommages à l’ADN et l'aneuploïdie (Denko et al., 1995, 1994; Kamata and Pritchard, 2011; Mitsutake 
et al., 2005). 
 
9- Résistance à la mort cellulaire 
Le rôle de la voie MAPK dans la résistance à la mort cellulaire et en particulier à l’apoptose a 
été extensivement étudié et de nombreux mécanismes affectant les membres de la famille Bcl-2 ont 
été identifiés. Ces derniers incluent l’augmentation de l’expression et la stabilisation de protéines anti-
apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 et/ou la diminution de l’expression et la déstabilisation des 
protéines pro-apoptique Bim, Bmf et BAD. En outre, la voie MAPK induit également l’expression de 
HDM2 induisant la dégradation de p53 et prévenant en conséquence son action de suppresseur de 
tumeur (Balmanno and Cook, 2008). 
De plus, il est à noter que des fonctions anti-apoptotiques indépendantes de MEK1/2 des 
kinases B-Raf et C-Raf ont été décrites. En effet, elles seraient capables de phosphoryler la protéine 
pro-apoptique BAD prévenant ainsi l’apoptose (Polzien et al., 2009). Enfin, C-Raf inhiberait également 
l’apoptose en inactivant la protéine pro-apoptotique PAR4 et en augmentant l’expression de Bcl-2, 
ARC et HDM2. 
 
10- Dérégulation épigénétique 
Quelques articles ont également décrit l’implication de la voie MAPK dans des dérégulations 
épigénétiques. Les oncogènes Ras et B-Raf seraient en particulier impliqués dans la méthylation 
conduisant à l’extinction de gènes anti-tumoraux (Gazin et al., 2007; Nagasaka et al., 2008; Ordway et 
al., 2004).  
 
Tableau 1 : Altérations induisant une hyperactivation de la voie MAPK dans les 
cancers 
H, K et N font référence respectivement à H-Ras, K-Ras et N-Ras 
(Adapté de Downward 2002) 
 
Tableau 2 : Mutations induisant une hyperactivation de la voie MAPK dans les 
mélanomes 
































B-RAF 47 44 33 19 19 9 
N-RAS 18 24 31 20 21 1 
H-RAS 2 3 
K-RAS 3 4 






2 - Mutations activant la voie MAPK dans les mélanomes 
Des mutations activant la voie des MAPK sont très souvent retrouvées dans les cancers. Selon 
les cancers, la cible prépondérante est variable (Tableau 1). Dans le cas des mélanomes, les mutations 
affectent très souvent BRAF, NRAS, KIT ou GNAQ et GNA11 dans les mélanomes uvéaux. In fine, la voie 
MAPK est hyperactivée suite à ces différentes mutations dans près de 90% des mélanomes suggérant 
ainsi son rôle clé dans la melanomagenèse. Néanmoins les cibles préférentiellement mutées varient 
en fonction du type histologique (Tableau 2).  
Malgré tout, cette activation ne semble pas suffisante à l’apparition d’un mélanome et des 
altérations conjointes d’autres voies de signalisation sont également nécessaires comme celles 
décrites dans la partie I-B, plus particulièrement p16 et PI3K/Akt. 
 
a – B-Raf et N-Ras, oncogènes clés des mélanomes cutanés SSM et NM 
i – B-Raf 
Les mutations de BRAF ont été, pour la première fois, identifiées dans les cancers et en 
particulier dans les mélanomes (66% des mélanomes de cette études étaient porteur d’une mutation) 
en 2002 dans le cadre d’un programme de séquençage de l’intégralité du génome de cellules 
cancéreuses mené par le Sanger Institute (Davies et al., 2002). Ces dernières touchent certains cancers 
avec une forte fréquence : les mélanomes (40%), les cancers de la thyroïde (45%) et du colon 
(32%)(base de données COSMIC). En comparaison, ARAF et CRAF sont très rarement mutées (moins 
de 1% des échantillons de la base de données COSMIC).  
Dans les mélanomes comme dans les autres cancers, près de 97% des mutations de BRAF 
affectent la valine en position 600 du domaine catalytique. Les autres mutations les plus fréquentes 
affectent les résidus 466, 469, 594, 597 et 601, mais chacune d'entre elles ne dépasse pas 0,2% des 
mutations. De manière logique, parmi les mutations répertoriées, la majorité induit une augmentation 
de l’activité kinase de la protéine B-Raf via l’induction d’une conformation phosphomimétique de la 
protéine qui est alors constitutivement activée. La mutation V600E conduit à une augmentation de 
l’activité enzymatique d’un facteur 480 in vitro (Wan et al., 2004). De manière plus surprenante, 
quelques mutations comme les mutations G465A ou G469E conduisent in vitro à une perte d’activité 
(<10% de l’activité de la protéine sauvage). Wan et al. ont montré que malgré cette perte d’activité 
enzymatique apparente, ces protéines mutées induisaient tout de même après transfection une 
activation de la voie MAPK in cellulo comparée à la transfection de B-Raf sauvage. En effet, ces 
protéines mutées, sont capables de transactiver C-Raf au sein des hétérodimères B-Raf/C-Raf décrits 
plus haut (II-A-3-b), ceci expliquant leur pouvoir oncogénique. 
Figure 32 : Fréquence des mutations affectant les positions G12, G13 et Q61 des 
isoformes Ras 





Selon les études, les mutations de B-Raf touchent 40 à 60% des mélanomes avec une large 
prédominance pour les SSM et concernent à la fois les mélanomes primaires et métastatiques (Curtin 
et al., 2005; Omholt et al., 2003). Mais les mutations de B-Raf ne sont pas propres au mélanome, elles 
sont retrouvées de manière extrêmement courante dans les nævus (plus de 80%) (Pollock et al., 2002). 
Ces données suggèrent, par conséquent, un rôle de B-Raf dans les stades précoces de la carcinogenèse. 
Cependant, certains auteurs ont constaté que les mutations de B-Raf n’avaient pas la même incidence 
au sein des mélanomes primaires RGP et VGP (Dong et al., 2003; Greene et al., 2009). En effet ces 2 
études dénombrent une plus faible occurrence de ces mutations dans les stades RGP soulignant un 
rôle plus complexe de B-Raf dans la progression du mélanome. 
La fréquence des mutations de BRAF a conduit au développement avec succès de thérapies 
ciblant ces dernières (voir partie II-C),. 
 
ii - N-Ras 
Près de 30% des cancers sont porteurs de mutations touchant l’un des 3 oncogènes Ras. 3 
résidus sont touchés de manière préférentielle : G12, G13 et Q61. Ces mutations entraînent leur 
activation constitutive soit par l'inhibition de la liaison entre les protéines Ras et leur GAP (mutations 
de G12 et G13), soit par la perte de leur activité GTPasique intrinsèque (mutation Q61).  
L'incidence de ces 3 mutations ne semble pas être équivalente pour les 3 homologues. En effet 
alors que N-Ras est préférentiellement mutée sur le résidu 61 dans les mélanomes et en G12 et G13 
dans les hémopathies, K-Ras est presque toujours mutée sur le G12 (Figure 32). De plus, les mutations 
des 3 homologes ne semblent pas équivalentes selon les organes. Leur fréquence varie fortement en 
fonction du type de cancer (Tableau 1)(Prior et al., 2012; Pylayeva-Gupta et al., 2011):  
o KRAS est très souvent mutée dans les cancers du pancréas, colorectal ou du poumon 
o NRAS est mutée dans les mélanomes et les hémopathies 
o HRAS n’est retrouvée mutée que plus rarement dans les cancers de la tête et du cou 
et de la vessie. 
 Le rôle prépondérant d’une ou l’autre des homologues selon l’organe n’est pas encore 
totalement compris. Ces différences ont été attribuées au moins en partie aux variations d’expressions 
relatives des homologues selon les organes.  
Dans les mélanomes, des mutations de NRAS ont été identifiées dans des lignées cellulaires 
dès 1984 (Rebecca et al., 2012). En effet, ce dernier est muté dans environ 20% des mélanomes alors 
que ces homologues sont mutés dans moins de 2% des cas (base de données COSMIC). Ces mutations 
touchent majoritairement le résidu 61 et sont retrouvées de manière préférentielle dans les SSM 





Dans les mélanomes, NRAS jouerait essentiellement un rôle dans les étapes précoces. En effet, 
il est muté dans de nombreux nævi et en particulier dans les nævi congénitaux, dans les stades RGP et 
métastatiques (Bauer et al., 2006; Omholt et al., 2003; Ross et al., 2011). Ceci conforte l'hypothèse 
d'un rôle de NRAS dans l’initiation tumorale plutôt que dans la progression.  
Cependant, il est à noter qu’une étude récente montre que les mutations de BRAF et de NRAS 
sont associées à un plus mauvais pronostic des mélanomes métastatiques (Ekedahl et al., 2013).  
Enfin, nous soulignerons que les mutations de NRAS et de BRAF sont mutuellement exclusives. 
 
iii – Coopération nécessaire avec les autres voies de signalisation 
La fréquence élevée des mutations de BRAF et de NRAS dans les mélanomes SSM et NM 
souligne leur rôle clé dans ces tumeurs. Cependant, ces mutations sont également retrouvées à une 
fréquence élevée dans les nævi qui sont des tumeurs bénignes. Ainsi restent donc à identifier les 
facteurs déterminant l’apparition d’un nævus ou d’un mélanome lors de l’occurrence de ces 
mutations. La réponse semble résider dans le fait que les cellules mutées dans les nævi entrent en 
sénescence contrairement aux cellules de mélanome. En effet, dans les nævi, il a été montré que les 
mutations de BRAF sont associées à un arrêt de prolifération et à l’expression des marqueurs de 
sénescence tels que p16 et la Senescence-Associated beta-galactosidase (SA-β-gal). De plus, il a été 
montré in cellulo que la perte de p16, l’activation de la voie PI3K/AKT ou l’expression de Myc 
permettait l’échappement à la sénescence en réponse à l’expression de B-Raf muté (Gray-Schopfer et 
al., 2006; Michaloglou et al., 2005; Zhuang et al., 2008). Cette hypothèse est supportée par des études 
dans des modèles d’animaux transgéniques.  
Chez la souris, Dankort et al. ont montré que l’expression de B-RafV600E dans les mélanocytes 
conduit une hyperplasie mélanocytaire formant des lésions semblables aux nævi humains chez 100% 
des animaux mais aucun animal n’a développé de mélanome même après 75 semaines de suivi. En 
revanche, en association avec la perte de PTEN, qui à elle seule n’induit pas non plus de mélanome, 
BRAFV600E conduit à l’apparition en une dizaine de jours de mélanomes invasifs conduisant à des 
métastases, nécessitant l’euthanasie des animaux au bout de 25 à 50 jours. Ces résultats confortent 
l’hypothèse de l’insuffisance de la seule présence de la mutation de BRAF pour induire un mélanome 
et de la nécessité de l’altération conjointe d’autres voies de signalisation (Dankort et al., 2009). Ces 
données sont cependant à nuancer, en effet, 2 autres études publiées la même année montrent que 
la seule mutation de BRAF peut induire des mélanomes chez les souris mais avec une latence assez 
longue, 50% des animaux sont atteints au bout d’un an (Dhomen et al., 2009; Goel et al., 2009). Cette 
différence pourrait être liée à une différence de fond génétique ou de niveau d’expression du 
transgène en fonction du modèle. Ces études se rejoignent en montrant l’existence d’une coopération 
entre BRAF et l’altération d’autres voies. Par exemple dans l’étude de Dhomen, en l’absence de p16, 
Figure 33 :  La voie de signalisation de KIT 
KIT est un récepteur à tyrosine kinase physiologiquement activé suite à la rencontre de 







l’expression de BRAFV600E induit l’apparition de mélanomes nombreux et beaucoup plus rapidement. 
Au bout d’un an, 80% des animaux sont touchés démontrant le rôle promoteur de la perte de p16 
(Dhomen et al., 2009). 
De la même manière, chez le poisson zèbre, l’expression de B-RafV600E induit des 
hyperproliférations mélanocytaires mais pas de lésions invasives telles que des mélanomes. En 
comparaison, la perte conjointe de p53 ou la surexpression de MITF conduit à des lésions invasives 
mimant les mélanomes humains (Lister et al., 2013; Patton et al., 2005). 
Il a été montré de manière tout à fait similaire que la mutation NRASQ61K ne conduisait que 
rarement à des mélanomes, mais qu’elle coopérait avec les altérations de CDKN2A, TP53 ou CDK4 pour 
induire des mélanomes dans la quasi-totalité des animaux avec une courte latence (Ackermann et al., 
2005; Ferguson et al., 2010) 
 
La nécessité de l’altération conjointe de plusieurs voies semble spécifique des mélanomes. En 
effet, dans les cancers du poumon, la mutation de KRAS ou de l’EGFR semble suffisante à l’apparition 
d’adénomes invasifs (Fisher, 2001; Politi, 2006). De plus, dans d’autres organes comme la thyroïde ou 
le poumon, la mutation BRAFV600E est suffisante à induire la carcinogénèse démontrant que cette 
caractéristique est bien liée au mélanome et non à la nature des oncogènes B-Raf ou N-Ras (Dankort 
et al., 2007; Knauf et al., 2005).  
 
c – KIT 
KIT est un récepteur à tyrosine kinase appartenant à la famille du PDGFR. La liaison de son 
ligand, le SCF sur son domaine extramembranaire, composé de 5 motifs de type immunoglobuline, 
entraîne la dimérisation du récepteur, activant ce dernier et conduisant ainsi à son 
autophosphorylation et à l’activation des cascades de signalisation MAPK, PI3K/AKT et JAK/STAT 
(Figure 33). Ce récepteur est impliqué dans le développement de plusieurs types cellulaires dont les 
mélanocytes et les progéniteurs hématopoïétiques. 
L’implication de KIT dans la carcinogenèse a été démontrée dans de nombreux cancers. Des 
altérations conduisant à une sécrétion autocrine de SCF sont par exemple retrouvées dans les cancers 
du sein, du poumon à petites cellules et du colon. De même, des mutations conduisant à une activation 
constitutive du récepteur KIT, indépendamment de la liaison de son ligand, sont fréquemment 
associées aux tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST)(Ibrahim and Haluska, 2009). 
Dans le cas du mélanome, l’implication de KIT est longtemps restée incertaine. Initialement, 
plusieurs études indépendantes montraient que son expression diminuait au cours de la progression 





inhibait la croissance cellulaire et que la ré-expression de KIT dans des lignées de mélanome 
métastatique ne l’exprimant pas, restaurait la sensibilité à l’apoptose induite par SCF (Huang et al., 
1996; Zakut et al., 1993). Ces différents travaux soutenaient ainsi l’hypothèse que KIT jouerait 
potentiellement un rôle suppresseur de tumeur plutôt que d’oncogène dans le mélanome à la 
différence des autres cancers. Par la suite, le rôle oncogène de KIT a été mis évidence dans les 
mélanomes en 2005 : la mutation activatrice KITL576P a pour la première fois été identifiée dans des 
mélanomes et ensuite il a été montré que des mutations activatrices et/ou des amplifications de KIT 
étaient très fréquemment retrouvées dans certains types de mélanomes : les mélanomes muqueux 
(39%), acraux (42%) et de Dubreuilh (34%) (Curtin et al., 2006).  
 
d - GNAQ et GNA11 
Alors que les mutations décrites ci-dessus conduisent à une activation de la voie MAPK dans 
les SSM pour BRAF et NRAS et dans les mélanomes acrolentigineux, muqueux et de Dubreuilh pour 
KIT, ce sont des mutations de GNAQ et GNA11 qui conduisent fréquemment à l’activation de cette voie 
dans les mélanomes uvéaux.  
GNAQ et GNA11 codent pour des sous-unités α de récepteurs aux protéines G. Les mutations 
de ces 2 gènes ont été identifiées initialement au cours de travaux se focalisant sur le développement. 
En effet, les souris porteuses de mutations activatrices de ces protéines développaient une 
hyperpigmentation diffuse associée à une prolifération importante intra-dermique des mélanocytes. 
Les mutations GNAQQ209 et GNA11R183 rendent ces protéines constitutivement actives et induisent 
donc à la fois l’activation de la voie MAPK et PI3K/AKT (Flaherty et al., 2012a).  
Du fait de la grande similitude des lésions développées par ces souris avec les nævi humains, 
des analyses génétiques des loci correspondants ont été menées sur une collection de tumeurs 
mélanocytaires. Il a ainsi été montré que la mutation GNAQQ209L est présente dans 83% des nævi bleus 
bénins, 50% des nævi bleus malins, 45% des mélanomes uvéaux primaires et 22% des métastatiques 
(Van Raamsdonk et al., 2008). Concernant GNA11, la mutation la plus fréquente affecte la R183 et est 
retrouvée dans 32% des mélanomes uvéaux primaires et 57% des métastatiques, soulignant son rôle 
potentiel dans la progression métastatique (Van Raamsdonk et al., 2010). Les mutations de GNAQ et 
GNA11 étant mutuellement exclusives, au total plus de 80% des mélanomes uvéaux sont porteurs de 






3 - Intérêt du ciblage de la voie MAPK 
 In fine près de 90% des mélanomes portent des mutations conduisant à une activation de la voie 
MAPK soutenant l’hypothèse que cette voie joue un rôle essentiel dans la mélanomagenèse. La voie 
MAPK serait un « driver » dans le mélanome au même titre que la translocation Bcr-Abl dans les 
leucémies myéloïdes chroniques, les amplifications de HER2 dans les cancers du sein ou les mutations 
de l’EGFR dans les cancers du poumon. Par conséquent, l’inhibition de la voie MAPK pourrait présenter 
un intérêt thérapeutique au même titre que l’Imatinib, l’Herceptin et les inhibiteurs de l’EGFR. Ce 
postulat a suscité énormément d’espoir du fait de l’inefficacité des traitements disponibles (voir partie 
I-C-2) et de l’incidence croissante des mélanomes dans les pays occidentaux (voir partie I-A-4). 
 
a - Preuve de concept 
Suite à l’identification des mutations de BRAF et de NRAS, leur rôle a été étudié à l’aide d’ARNs 
interférents (ARNi). L’inhibition de NRAS ou de BRAF par des ARNi, dans des cellules de mélanome 
mutées, inhibe la transformation (les cellules ne sont plus capables de clonogénie), induit l’entrée en 
apoptose et affecte parallèlement leurs capacités migratoires et invasives (Christensen and Guldberg, 
2005; Eskandarpour et al., 2005; Klein et al., 2008). 
Chez la souris, l’extinction de BRAFV600E ou de NRAS à l’aide de shARN inductibles inhibe la 
croissance tumorale, induit la régression des tumeurs établies et diminue les métastases pulmonaires 
après injection intra-veineuse des cellules tumorales (Hoeflich et al., 2006; Kwong et al., 2012; Sharma 
et al., 2006; Sumimoto et al., 2004).  
De plus, les cellules de mélanome mutées BRAFV600E sont particulièrement sensibles aux 
inhibiteurs de MEK1/2. De manière relativement décevante les cellules de mélanome mutées NRAS 
semblent peu sensibles (Solit et al., 2005). 
Le Sorafenib (BAY 43-9006) est un inhibiteur multi-kinase utilisé en clinique dans les cancers 
rénaux et les hépatocarcinomes. Parmi ces multiples cibles, cette molécule est capable d’inhiber les 
protéines Raf, ce qui a très rapidement conduit à des tests précliniques ainsi qu’à des essais cliniques 
dans les mélanomes. En effet, in cellulo, cet inhibiteur induit la mort des cellules de mélanome mutées 






b - Les premiers écueils 
i – Les inhibiteurs de farnésyl transférases (FTI) dans le ciblage des 
protéines Ras mutées 
La découverte dans les années 80 du rôle oncogénique des mutations de Ras dans de 
nombreux cancers ont conduit à la recherche de stratégies visant à inhiber cet oncogène. 
Malheureusement le ciblage direct Ras activé n’a pu être atteint. Une stratégie visant alors à empêcher 
la localisation membranaire de Ras et donc son interaction avec ses effecteurs a été développée. En 
effet, pour être localisée à la membrane plasmique les protéines Ras sont prénylées puis 
éventuellement palmitoylées (voir partie I-A-2-a). Des inhibiteurs de la prénylation de Ras et en 
particulier de sa farnésylation ont été développés et ont démontré chez l’animal une certaine efficacité 
mais ont conduit à un échec cuisant chez l’Homme (Berndt et al., 2011). Trois molécules, le Tipifanib, 
le Lonafarnib et le BMS-214662, ont été testés au cours d’une quarantaine d’essais de phase I et II en 
monothérapie et une quinzaine en association avec une chimiothérapie ainsi que 3 essais cliniques de 
phase III (2 en monothérapie et un en association à la Gemcitabine). Aucun de ces nombreux essais 
cliniques n’a conduit à des résultats suffisamment probants pour permettre la délivrance d'une AMM. 
Dans le mélanome, un essai clinique de phase II n’a montré aucun effet (Gajewski et al., 2012). 
Cet échec pourrait être lié d’une part au fait qu’en présence d’un FTI N-Ras et K-Ras peuvent 
être géranyl-géranylée et atteignent tout de même la membrane et leurs effecteurs. D’autre part, ces 
inhibiteurs semblent être efficaces chez certains patients mais les marqueurs prédictifs de réponse 
restent à établir. Enfin, les FTI altèrent la fonction des lymphocytes T et pourraient donc 
contrebalancer l’effet direct sur la tumeur en limitant sa reconnaissance par le système immunitaire 
(Marks et al., 2007). 
 Des inhibiteurs de Ras ou de son adressage sont en cours de développement pré-clinique et 
semblent montrer une efficacité in vitro et chez la souris une activité tout à fait intéressante (Shima et 
al., 2013; Zimmermann et al., 2013). 
 
ii - Le Sorafenib dans les ciblages des protéines Raf 
Le Sorafenib fut le premier inhibiteur de B-Raf disponible. Son intérêt dans la prise en charge 
du mélanome a surtout été évalué pour son activité multi-kinase et également sa capacité à inhiber C-
Raf. Deux essais cliniques de phase III en association à une chimiothérapie n’ont pas montré de 
bénéfice de l’adjonction du Sorafenib par rapport à la chimiothérapie seule (Flaherty et al., 2012b; 
Hauschild et al., 2009). Certains essais cliniques de phase I et II ont recherché une relation entre les 
patients répondeurs et la présence de la mutation B-Raf mais n’ont trouvé aucune corrélation (Eisen 
et al., 2006; Flaherty et al., 2008; Ott et al., 2010). 
Tableau 3 : Inhibiteurs de B-Raf en cours de développement 
Origine des données: 
Tsai, 2008 
Amiri, AACR 2006 abstract 4855 
Arkenau,2011 
Khazak, 2007 







Cet échec serait lié à une inhibition insuffisante de la cible aux doses utilisées, elles-mêmes 
limitées par la toxicité de la molécule. Afin de pallier ces problèmes, des inhibiteurs spécifiques de B-
Raf et en particulier de sa forme mutée ont été développés. 
 
C - Le Vemurafenib 
A la suite de la découverte de la fréquence élevée de mutations de BRAF conduisant la 
substitution de la valine en position 600 par un acide glutamique sur la protéine correspondante 
(BRAFV600E) et de la démonstration de son rôle « driver » dans le mélanome, de nombreuses 
compagnies pharmaceutiques se sont engagées dans le développement d’inhibiteurs de cet oncogène. 
A ce jour, de nombreux inhibiteurs sont en développement (Tableau 3). Le premier, à avoir reçu une 
AMM chez l’Homme, est le Vemurafenib, découvert par Plexxikon et développé en collaboration avec 
les laboratoires Roche. Le développement du Vemurafenib s’est fait à une vitesse fulgurante : 
synthétisé au début de l’année 2005, il a été administré pour la première fois chez l’Homme en 
novembre 2006, l’essai clinique de phase III a débuté en janvier 2010 pour conduire à l’obtention d’une 
AMM en août 2011 aux Etats-Unis et en février 2012 en Europe (Bollag et al., 2012). 
Un deuxième inhibiteur, le Dabrafenib développé par les laboratoires GSK, a également reçu 
une AMM très récemment en mai 2013. 
 
1 – Conception  
La stratégie classique d’identification d’inhibiteurs par les entreprises pharmaceutiques 
consiste le plus souvent à effectuer un criblage à haut-débit de bibliothèques de plusieurs centaines 
de milliers de molécules, à la recherche de molécules ayant une forte affinité de liaison/inhibition pour 
la cible. Puis, à améliorer la spécificité et les propriétés pharmacocinétiques des Hits (molécule 
présentant une activité au cours d’un test à haut débit) par des étapes d’évolution moléculaire. 
Cependant cette stratégie n’a pas mené aux résultats escomptés pour B-Raf. L’inhibiteur à ce jour 
disponible en clinique a été développé par Plexxikon grâce à une stratégie originale. 
L’entreprise Plexxikon est spécialisée dans le développement d’inhibiteurs à partir de données 
structurales. Le principe est d’identifier un squelette moléculaire de petite taille 150 à 350 Da 
(généralement appelé « scaffold ») ayant une faible affinité pour la classe de cibles visées puis 
d’augmenter l’affinité et la spécificité en augmentant au fur et à mesure la taille de l’inhibiteur par 
substitution. Cette méthode a conduit à l’identification du PLX4720, inhibiteur sélectif de B-RafV600E 
publiée en 2008 dans PNAS (Tsai et al., 2008). 
Figure 34 : Découverte du premier inhibiteur de B-Raf autorisé, le Vémurafenib 
A : Du squelette moléculaire au PLX4720. Identification du squelette moléculaire 
azaindole à partir d’une bibliothèque de scaffold de petite taille co-cristallisée avec la 
kinase PIM1, validation des composés substitués en position 3 co-cristalisés avec FGFR1, 
optimisation ayant conduit à la découverte du PLX4720. 
(D’après Bollag, 2012)  
B : Structure chimique des composés successivement identifiés et ayant conduit à la 
découverte du Vemurafenib 
A 





Brièvement, les conditions de cristallisation de B-Raf n’étant pas totalement optimales, en 
parallèle de leur mise au point, les premiers criblages ont été réalisés sur d’autres kinases dont la 
cristallisation était très bien maîtrisée dont PIM1, p38 et CSK. 20 000 composés ont été criblés, 238 
sélectionnés et une partie co-cristallisée avec les kinases précédentes, le motif 7-azaindole a été retenu 
du fait de sa capacité à interagir avec le site de liaison à l’ATP des kinases. Des dérivés mono et bi-
substitué du motif 7-azaindole ont été synthétisés, criblés et co-cristallisés dont le 3-aminophenyl-7-
azindole afin de comprendre les interactions nécessaires à la liaison ainsi qu’à l’inhibition des kinases. 
Par la suite, FGFR1 a été utilisé pour l’optimisation du squelette précédemment identifié conduisant à 
la synthèse de nouvelles molécules de moyenne affinité (≈ 2 µM). Ces derniers ont alors été testés sur 
la kinase mutée B- RafV600E et les plus affins (< 20 nM) ont été co-cristallisés avec leur cible. 
A partir de ces données, a été identifiée une série difluoro-phenylsulfonamide présentant une 
excellente affinité pour B-RafV600E mais également sélective par rapport aux autres kinases dont B-
RafWT. De nouvelles optimisations à partir des co-cristaux obtenus ont conduit à l’identification du 
PLX4720. Le PLX4720 inhibe à une IC50 10 fois moindre B-RafV600E par rapport à la forme sauvage et 
présente une excellente sélectivité face à plus de 70 kinases. Ces données ont permis la synthèse d’une 
nouvelle série de composés dont le PLX4032 qui présente de meilleures propriétés 
pharmacocinétiques d’après les études réalisées chez le chien et le singe. Le PLX4032 a donc été choisi 
pour le développement pharmaceutique et a été appelé le Vemurafenib pour V600E mutated BRaf. 
La stratégie ayant conduit la découverte du Vemurafenib est présentée en figure 34. 
 
2 – Développement préclinique 
a - Caractérisation in vitro et in cellulo 
In vitro, le PLX4720 inhibe la forme mutée B-RafV600E de manière 10 fois plus efficace que la 
forme sauvage. Cette spécificité serait due à sa liaison à la forme active et ouverte de B-Raf et donc de 
manière préférentielle à la forme mutée constitutivement active de B-Raf (Tsai et al., 2008). De 
manière surprenante, lors de l’évaluation du PLX4720 sur des lignées cellulaires, les lignées mutées B-
RafV600E étaient 100 fois plus sensibles que les sauvages. En effet, les lignées mutées pour B-Raf seraient 
plus dépendantes de la voie MAPK conduisant ainsi à une amplification de l’effet et de la spécificité de 
l’inhibiteur. Cet argument est corroboré par la sensibilité également accrue des lignées mutées 
BRAFV600E aux inhibiteurs de MEK (Solit et al., 2005). 
Plusieurs études ont confirmé la sensibilité particulière d’un large panel de cellules de 
mélanome porteuses de B-RafV600E au PLX4720 ainsi qu’à son analogue le PLX4032 (Lee et al., 2010; 





-  une inhibition de la voie Raf/MEK/ERK objectivée par l’état de phosphorylation de MEK1/2 et 
ERK1/2 
-  une inhibition de la prolifération cellulaire associée à un arrêt du cycle en G1 dès 24 h de 
traitement 
- à une diminution de l’expression de la cycline D1 
- à l’entrée en apoptose d’une proportion plus ou moins importante de cellules selon la lignée 
considérée à partir de 48 h de traitement (Lee et al., 2010; Sala et al., 2008; Tsai et al., 2008; 
Yang et al., 2010).  
- Ces effets sont retrouvés sur des modèles de culture cellulaire plus complexes en 3 dimensions 
tels que des sphéroïdes et des reconstructions de peau (Lee et al., 2010; Yang et al., 2010).  
 
 De plus, le Vemurafenib semble être actif sur les différentes mutations de B-Raf affectant la 
valine 600 telles que les mutations V600K, V600D, V600R, mais pas sur les autres mutations de BRAF 
affectant par exemple l’exon 11 (V465, G466, G469)(Yang et al., 2010). Une publication récente montre 
qu’il agit aussi sur la mutation L597R (Bahadoran et al., 2013). 
 
 
Il est à noter que si les premières données de l’article de Tsai et al. suggèrent une efficacité de 
cet inhibiteur dans les lignées porteuses de mutation de BRAF quel que soit le type cellulaire (et 
notamment dans les lignées de colon), il s’est révélé par la suite que seules les lignées de mélanome 
étaient particulièrement répondeuses. En effet, dans les lignées de thyroïde, le PLX4032 n’induit pas 
l’apoptose et n’affecte que modérément le cycle cellulaire (Sala et al., 2008). De plus, il a été mis en 
évidence récemment des voies de rétrocontrôle dans les lignées de colon et de thyroïde prévenant 
l’efficacité de l’inhibition de la voie MAPK par le PLX4032 (Montero-Conde et al., 2013; Prahallad et al., 
2012). 
 
b - Etudes in vivo 
Chez la souris, le PLX4032 et le PLX4720 sont capables d’induire la régression de tumeurs 
xenogreffées de cellules mutées BRAF. L’étude de Tsai et al. montre que le PLX4720 est capable 
d’induire la régression de tumeurs de colon (Colo205), à la dose de 20 mg/kg/j ainsi que de mélanome 
(Lu1205) à la dose de 100 mg/kg/2 fois/ j (Tsai et al., 2008). L’étude de Yang et al. montre quant à elle, 
la régression de tumeurs issues des lignées LOX, A375 et Colo829 aux doses respectives de 25, 75 et 
100 mg/kg/2 fois/j. De manière tout à fait intéressante cette étude montre également qu’à la dose de 





animaux puisqu’à l’arrêt du traitement ils ne développaient aucun signe tumoral et mourraient de 
causes naturelles.  
Ces études précliniques chez l’animal ont, d’une part, révélé une bonne biodisponibilité de ces 
inhibiteurs (en particulier de la poudre micro-précipitée pour le PLX4032) et, d’autre part, montré 
l’excellent profil de tolérance de la molécule. En effet aucun effet toxique n’a été constacté chez le rat 
et le chien même à la dose 1000 mg/kg/j (Bollag et al., 2010). 
Ces données extrêmement encourageantes ont conduit très rapidement à l’évaluation du 
PLX4032 chez l’Homme. 
 
c – Vemurafenib et immunité anti-tumorale 
Outre son rôle direct sur la prolifération cellulaire et l’apoptose, plusieurs articles publiés en 
2013 suggèrent que le Vemurafenib pourrait restaurer la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, 
plusieurs mécanismes co-existent au sein des mélanomes conduisant à une immunosuppression locale 
et à une altération de la reconnaissance de la tumeur en tant que telle par le système immunitaire.  
S’il a été initialement suggéré que le Vemurafenib altèrait la réponse immunitaire anti-
tumorale limitant l’efficacité du ce dernier (Hooijkaas et al., 2012), des données plus récentes 
suggèrent le contraire. En effet, le Vemurafenib pourrait d’une part conduire à la ré-expression 
d’antigènes mélanocytaires et des molécules du CMH et d’autre part supprimer les mécanismes 
d’immunosuppression locale conduisant à une stimulation de l’immunité anti-tumorale (Frederick et 
al., 2013; Sapkota et al., 2013; Schilling et al., 2013). En soutien à ces publications, Cooper et al. ont 
présenté lors du dernier congrès de l’AACR (Washington, 2013) des données montrant l’apparition 
d’une population clonale de lymphocytes au sein de biopsies de patients traités au Vemurafenib 
suggérant très fortement la mise en place d’une réponse immunitaire (Cooper, 2013). 
 
3 - Essais cliniques 
a - Phase I/II 
La première administration de Vemurafenib chez l’Homme, a eu lieu en novembre 2006 dans 
le cadre d’un essai clinique de phase I ayant pour objectif primaire d’évaluer la sécurité et le profil 
pharmacocinétique chez des patients présentant un cancer métastatique avec une préférence pour 
les mélanomes et comme objectif secondaire d’évaluer la réponse au traitement. Les résultats de cette 
étude ont été publiés en 2010 (Bollag et al., 2010; Flaherty et al., 2010). 
Les premières administrations ont été faites à partir d’une forme cristalline du PLX4032 à des 
doses de 400 mg à 3200 mg/jour et n’ont révélé aucun effet toxique mais également aucune efficacité. 
Figure 35 : Illustration de la réponse au Vémurafenib chez des patients atteints d’un 
mélanome métastatique muté BRAFV600E 
A : TEP-scan prétraitement et après 2 semaines de traitement par du Vémurafenib. 
Chaque couple d’image montre la diminution du marquage 18F-FDG en TEP-scan après 
traitement (image de droite) par rapport à l’initiation du traitement (image de gauche). 
(D’après Bollag, 2010)  
B : Réduction de métastases cutanées sous Vemurafenib.  
Photographie d’un patient atteint de multiples métastases cutanées avant traitement (à 







En effet, cette forme avait une très mauvaise biodisponibilité, les concentrations plasmatiques 
n’augmentaient pas en fonction des doses administrées et la concentration cible n’a jamais pu être 
atteinte. L’essai clinique a été interrompu et une nouvelle formulation avec une meilleure 
biodisponibilité a été développée. L’objectif a été atteint avec une forme MBP (Microprecipitated Bulk 
Powder) qui présente une biodisponibilité 10 fois supérieure que la forme cristalline chez l’Homme et 
la souris permettant la reprise de l’essai clinique (Yang et al., 2010). 
Au final 55 patients ont été inclus dont 49 porteurs de mélanome métastatique et 3 de cancers 
papillaires de la thyroïde mutés BRAFV600E. Parmi les 16 patients porteurs de mélanome métastatique 
BRAFV600E ayant reçu une dose supérieure à 480 mg/jour, 10 ont eu une réponse partielle et 1 une 
réponse complète et ceci quel que soit le site métastatique (poumon, foie, os). Cependant à la dose 
maximale de 2240 mg/jour, 4 patients sur 6 ont présenté des signes de toxicité conduisant au choix de 
la dose de 1920 mg/jour pour la phase II. 
Cet essai clinique a été prolongé par une cohorte d’extension n’incluant que des patients 
porteurs de mélanome métastatique muté BRAFV600X. En effet, aucune réponse n’avait été observée 
chez les 5 patients non porteurs de cette mutation. Cette deuxième phase a inclu 32 patients dont 24 
ont présenté une réponse partielle et 2 une réponse complète. C’est-à-dire que plus de 80% des 
patients inclus répondaient au traitement, un taux impressionnant au vu des 5 à 20% de réponses 
généralement observées avec le traitement de référence qu’est la Dacarbazine. La figure 35 illustre les 
réponses fréquemment observées sous Vemurafenib. 
Au cours de cette étude, l’activité de la voie MAPK a été évaluée chez 15 patients sur des 
biopsies prélevées avant l’initiation du traitement et 15 jours après. Il a été mis en évidence une 
corrélation entre le niveau de phosphorylation d’ERK cytoplasmique, la concentration plasmatique de 
PLX4032 et la réponse tumorale. En fait, 80% d’inhibition semble nécessaire à la régression tumorale. 
Ce taux est supérieur à celui présagé lors des expérimentations chez la souris, en effet avec la lignée 
de colon Colo205, 50% d’inhibition semblait suffire à induire une régression tumorale. 
 
La force de ces résultats a conduit à l’ouverture d’un essai clinique de phase III en parallèle 
d’un deuxième essai de phase II. Les résultats de ce dernier ont été publiés en 2012 et ont globalement 
confirmé les résultats précédents avec une nuance sur le taux de réponse, visiblement plus proche de 
50% que de 80% (Sosman et al., 2012).  
 
Par ailleurs, au cours de la première phase d’escalade de dose, 3 patients porteurs de cancers 
papillaires de la thyroïde mutés BRAFV600E avaient été inclus, 1 patient a présenté une réponse partielle 
et 2 autres ont vu leur maladie stabilisée. Si le PLX4032 semble présenter une certaine efficacité dans 
ce type de cancers, elle est visiblement beaucoup moins importante que dans le mélanome conduisant 
A 
Figure 36 : Résultats de l’essai clinique de phase III ayant conduit à l’AMM du 
Vemurafenib 
A : Meilleure réponse pour chaque patient. Chaque barre représente un patient. Le 
pourcentage de changement par rapport à l’initiation du traitement représenté en ordonnée 
est évalué par rapport à la somme des diamètres des différentes lésions. 
 
B et C : Représentation de Kaplan-Meier de la survie sans progression (B) et de la 
survie globale (C) comparant l’efficacité du Vemurafenib et de la Dacarbazine. 
 





au développement de cette molécule en priorité dans ce cancer. A ce jour, un essai clinique de phase 
II est en cours dans les cancers thyroïdiens (NCT01709292). 
 
b - Phase III 
Les essais cliniques précédents ayant démontré l’efficacité du Vemurafenib sur la régression 
tumorale, l’objectif de cet essai de phase III était de démontrer une augmentation de la survie sans 
progression et de la survie globale par rapport à la Dacarbazine. Cet essai a inclu 675 patients 
présentant un mélanome métastatique ou non opérable (stade IIIC et IV) porteur d’une mutation 
affectant la valine 600 de B-Raf, n’ayant reçu aucun traitement au préalable afin de déterminer 
l’intérêt de ce traitement dès la première ligne et ne présentant pas de métastases cérébrales 
(Chapman et al., 2011). 
L’efficacité du PLX4032 sur la croissance tumorale a pu être confirmée. Une large majorité des 
patients ont en effet répondu avec une réponse objective atteignant les critères RECIST (> 30% de 
régression de la masse tumorale) pour 48% des patients (104 réponses partielles et 2 réponses 
complètes sur 219 patients) alors que ce taux n’était que de 5% dans le groupe contrôle traité avec la 
Dacarbazine (Figure 36A). 
Concernant la survie sans progression la médiane pour le Vemurafenib est de 5,7 mois versus 
1,6 mois pour la Dacarbazine, et lors de l’analyse intermédiaire, la survie globale à 6 mois passait de 
64 à 84% (Figure 36B et C). 
Ceci a conduit à la délivrance d’une AMM par la FDA en août 2011, accompagnée d’une ATU 
en France à la même date puis à une AMM européenne en février 2012. 
 
c - Effets indésirables : l’activation paradoxale de la voie MAPK 
Le Vemurafenib a montré lors des essais cliniques un bon profil de tolérance, tout 
particulièrement pour un traitement anti-cancéreux. Les effets indésirables reportés incluent le plus 
souvent des réactions cutanées (rash, photosensibilité), des arthralgies et de la fatigue, et ont conduit 
à une diminution de la dose ou à une interruption du traitement chez près de 40% des patients. 
De manière beaucoup plus inattendue, près de 20% des patients ont développé des 
carcinomes épidermoïdes cutanés. Ces derniers semblent spécifiquement liés à l’inhibition de B-Raf et 
non à un effet annexe spécifique au Vemurafenib puisqu’ils ont également été retrouvés avec d’autres 
inhibiteurs de BRAF comme le Sorafenib, le Dabrafenib et le XL281 (Robert et al., 2011b). Leur ablation 
chirurgicale a confirmé qu’ils étaient bien différenciés et non invasifs. Ils apparaissent de manière assez 
rapide après l’initiation du traitement (environ 2 mois) ; en effet, il s’avère que les carcinomes 
épidermoïdes cutanés sont des lésions préexistantes à l’initiation du traitement et porteuses de 
Figure 37 : Mécanisme d’activation paradoxale des inhibiteurs de B-Raf  
A : Mécanisme proposé par Heidorn et al. En présence d’une activation de Ras, les 
inhibiteurs de B-RafV600E liés à B-RafWT transactivent C-Raf, au contraire en présence 
d’inhibiteurs pan-Raf, B-Raf et C-Raf étant liés aux inhibiteurs il n’y a pas d’activation 
paradoxale. 
(D’après Heidorn, 2010) 
 
B : Mécanisme propose par Poulikakos et al. Aux concentrations usuelles, seule une 
partie des monomères de B-Raf et de C-Raf sont liés aux inhibiteurs, en présence de Ras 
active les monomères liés aux inhibiteurs se dimérisent avec des monomères non liés et les 
transactivent. 






mutation de Ras dont le Vemurafenib stimule la prolifération (Oberholzer et al., 2011; Su et al., 2012). 
Or, il a été montré que le Vemurafenib, ainsi que la majorité des inhibiteurs de B-Raf disponibles 
(PLX4720/PLX4032, Sorafenib, L-779,450, GW50474, ZM336372, GDC-0589), induisent in vitro une 
activation paradoxale de la voie MAPK dépendante de C-Raf en présence de mutations de Ras. Par ce 
mécanisme, le Vemurafenib stimule la croissance de ces lésions. Chez la souris, le Vemurafenib stimule 
également la croissance de lésions induites par des carcinogènes connus pour induire des mutations 
de Ras tels que l’association DMBA et TPA (Su et al., 2012). 
De nombreuses équipes se sont intéressées à la compréhension de cette activation 
paradoxale. Celle-ci dépendrait de la présence de Ras et de C-Raf, nécessiterait la dimérisation des 
protéines Raf et pourrait être conséquente à une modification de conformation induite par l’inhibiteur. 
Cependant, le mécanisme moléculaire exact reste encore mal compris.  
 
Les travaux de Halaban et Heidorn suggèrent que le PLX4032 lié à B-RafWT induirait une 
modification de sa conformation. En présence de Ras activé (par mutation ou en réponse à des facteurs 
de croissance), B-RafWT lié au PLX4032 serait alors capable de transactiver C-Raf au sein 
d’hétérodimères et en conséquence activer la voie MAPK (Figure 37A) (Halaban et al., 2010; Heidorn 
et al., 2010). Dans un tel modèle, les inhibiteurs pan-Raf n’induisent pas d’activation paradoxale. 
Les travaux de Poulikakos et Hatzivassiliou suggèrent quant à eux que les inhibiteurs se 
fixeraient aussi bien à B-RafWT que sur C-RafWT (Figure 37B). Cependant, les concentrations usuelles 
seraient insuffisantes pour que tous les monomères soient liés à l’inhibiteur. En réponse à l’activation 
de Ras, il s’ensuivrait la formation de dimères dont un seul des monomères serait lié à l’inhibiteur, ce 
dernier induirait alors la transactivation du monomère non lié à l’inhibiteur (Hatzivassiliou et al., 2010; 
Poulikakos et al., 2010). 
Les schémas proposés dans les publications de Heidorn et al. et Poulikakos et al. sont 
reproduits dans la figure 37. Le cas du Sorafenib met clairement en évidence les divergences entre les 
2 études : alors que selon Heidorn, le Sorafenib n’induit pas d’activation paradoxale, cette dernière est 
retrouvée ans l’étude de Poulikakos. 
A mon sens, la théorie de Poulikakos et Hatzivassiliou semble la plus probable. D’une part, les 
données biochimiques d’activité du PLX4032 montrent une plus grande affinité pour C-RafWT que pour 
B-RafWT(Tableau 3), il n’y a donc aucune raison que le PLX4032 se fixe préférentiellement sur B-RafWT. 
D’autre part, le schéma proposé par Heidorn suggère que les inhibiteurs pan-Raf comme le Sorafenib 
n’induirait pas d’activation paradoxale or l’apparition de carcinomes épidermoïdes cutanés a 
également été retrouvée chez les patients traités avec cet inhibiteur. 
Dans les 4 publications, la prévention de la dimérisation de C-Raf bloque le phénomène. Dans 





Heidorn et al. proposent l’utilisation d’inhibiteurs pan-Raf. Hatzivassiliou et al. montrent que l‘AZ628, 
un inhibiteur pan-Raf de la forme inactive de B-Raf et C-Raf stabilisant cette dernière n’entraîne pas ce 
phénomène. Cependant, ces inhibiteurs pourraient induire une inhibition de la voie MAPK dans les 
cellules normales ce qui pourrait réduire la dose administrable et en conséquence l’efficacité sur la 
tumeur. L’idéal serait un inhibiteur spécifique de B-RafV600E n’induisant pas de modification 
conformationnelle afin de prévenir toute activation allostérique. Le PLX7904, développé par Plexxikon, 
semble remplir un tel cahier des charges (Le et al., 2013). 
 
4 - Résistance 
Le Vemurafenib conduit chez la grande majorité des patients à une réponse, cependant il 
existe des patients résistants d’emblée (résistance primaire). En effet, près de 50% des patients 
présentent une réponse objective, 45% voient leur maladie stabilisée et 5% des patients (10 patients 
sur 209 dans l’étude de phase III de Chapman et 18/132 dans l’étude de phase II de Sosman) continuent 
de voir leur maladie progresser démontrant l’existence de résistances primaires.  
De plus, même chez les patients répondeurs, la réponse est de courte durée, en moyenne de 
6-8 mois. En effet après une première période de réponse au traitement la quasi-totalité de patients 
deviennent à terme résistants (résistance secondaire) (Flaherty et al., 2010; Sosman et al., 2012). Alors 
que pour les autres inhibiteurs de tyrosine kinase sur le marché (Imatinib, Erlotinib, Gefitinib), 
l’apparition de résistance est très souvent liée à l’apparition sur la cible d’une nouvelle mutation 
interférant avec la liaison de l’inhibiteur à sa cible (mutation appelée « gatekeeper ») ce mécanisme 
ne semble pas impliqué dans les résistances secondaires au Vemurafenib. En effet, in vitro la mutation 
de la T529N inhibe la liaison entre B-RafV600E et le Vemurafenib ou d’autres inhibiteurs de B-Raf comme 
le Dabrafenib et le RAF265. Cette mutation confère aux cellules l’exprimant une résistance à ces 
inhibiteurs à la fois in vitro et in vivo dans des modèles de xenogreffes (Whittaker et al., 2010). 
Cependant une telle mutation n’a jamais été retrouvée à ce jour chez des patients ni sur des lignées 
rendues résistantes in vitro (Nazarian et al., 2010).  
 
La majorité des mécanismes de résistance au Vemurafenib décrits à ce jour, conduisent à une 
réactivation ou au maintien de l’activation de la voie MAPK sous Vemurafenib. Effectivement, la 
comparaison du niveau de phosphorylation d’ERK sur des biopsies prélevées au cours de la phase de 
réponse au traitement puis lors de la rechute montre clairement, sur 9 des 10 paires de biopsies 
étudiées, que la résistance s’accompagne d’une réactivation de la voie MAPK (Trunzer et al., 2013). De 
plus, comme nous l’avons vu précédemment (partie II-C-3-a), 80% d’inhibition de la voie MAPK semble 






Levée des rétrocontroles de la 
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cellules aux facteurs de croissance 
Vem + inh MEK 
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Lito, 2012 
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fibroblastes 
Activation de MET par le HGF 
sécrété par les fibroblastes 





Ajout de facteurs de 
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de patients  
Résistance innée Amplification de MET Vem + inh MET Vergani, 
2011 
M229, M238 Lignées résistantes générées 
in vitro  
(1 µM, 4-6 semaines) 




Lignées résistantes générées 
in vitro (doses croissantes de SB-
590885, 6 mois) 
Switch de dépendance vers IGF-1R 
alors hyperactivé 
Inh MEK +PI3K 
Ou inh MEK +IGF-1R 
Villanueva, 
2010 
A375 Surexpression de kinases ERBB3 Johannessen, 
2010 
M249 Lignées résistantes générées 
in vitro (1 µM, 4-6 semaines) 




Déplétion par shRNA Surexpression de NF1 Whittaker, 
2013 
M14 Lignées rendues résistante 
in vitro (AZ628) 
Surexpression de C-Raf Inh Raf +HPS90 Montagut, 
2008 
Lignées rendues résistantes 
chez la souris 
Amplification de BRAF Das Thakur, 
2013 
SK-MEL239 Lignées résistantes générées 
in vitro 2 µM PLX4032 
Epissage alternatif de B-Raf Poulikakos, 
2011 
A375 In vitro 
AZD6422 1,5 uM ouCI-1040 
2 µM, 4 semaines 









5 µM Réactivation MAPK 
Modulation expression de Bim et 
Bmf 
Shao, 2012 
Tableau 4 : Résumé des principaux mécanismes de résistance au Vemurafenib 




nécessaire à une réponse thérapeutique, en conséquence tout mécanisme induisant une réactivation 
même modérée de la voie peut conduire à une résistance (Bollag et al., 2010; Flaherty et al., 2010). 
 
Plusieurs modèles ont été utilisés dans les études suivantes : 
- Lignées cellulaires résistantes d’emblée 
- Lignées cellulaires rendues résistantes in vitro en les cultivant pendant plusieurs 
semaines/mois en présence de Vemurafenib (ou d’un autre inhibiteur de B-Raf) 
- Lignées dérivées de patients 
- Criblage de protéines dont la surexpression ou au contraire l’inhibition modifierait la 
sensibilité au Vemurafenib. 
Ces modèles n’étant pas équivalents, nous nous attacherons à détailler dans quels modèles ont été 
obtenues les données ainsi que la pertinence clinique des mécanismes mis en évidence. Les 
mécanismes, les modèles et les stratégies thérapeutiques proposés par chaque article sont résumés 
dans le tableau 4 et figure 38. 
 
a - Altérations activant des RTKs 
i – Les facteurs sécrétés, le HGF 
La voie MAPK est une voie de signalisation très régulée et présentent de nombreux 
rétrocontrôles (voir partie II-A-3-f). En conséquence, l’inhibition de la voie MAPK par le Vemurafenib 
lève ces inhibitions et conduit à une re-sensibilisation des cellules de mélanome aux facteurs de 
croissance (Lito et al., 2012). 
Une étude de Lito et al. a suggéré l’implication du HGF (Hepatocyte Growth Factor) dans la 
résistance au Vemurafenib, ces données ont été par la suite corroborées par 2 études indépendantes 
(Straussman et al., 2012; Wilson et al., 2012). D’une part, il a été montré que la co-culture des cellules 
de mélanome avec des fibroblastes induit une résistance via la sécrétion de HGF par ces derniers et 
l’activation subséquente de son récepteur MET dans les mélanomes, cette résistance pouvant être 
prévenue par l’inhibition de MET à l’aide d’un inhibiteur spécifique tel que le Crizotinib (Straussman et 
al., 2012). D’autre part, l’ajout de HGF dans le milieu de culture rend les cellules plus résistantes au 
Vemurafenib (Wilson et al., 2012). Enfin, le rôle de la voie HGF/MET dans la résistance est également 
soutenu par un article de Vergani et al. dans lequel des amplifications de MET sont retrouvées dans 
une lignée dérivée de patient présentant une résistance primaire (Vergani et al., 2011). 
Ce phénomène semble également exister in vivo. L’étude de Straussman et al. montre en effet 
que l’expression du HGF dans les tumeurs est inversement corrélée au pronostic des patients traités 





et al., 2012; Wilson et al., 2012). Ces données suggèrent l’implication du HGF dans la résistance 
primaire. 
En outre, le HGF pourrait également intervenir dans la résistance acquise puisque l’étude de 
Straussman et al. montre que son expression est augmentée lors du traitement par le Vemurafenib 
(Straussman et al., 2012).  
 
ii - Les récepteurs de tyrosine-kinase 
L’hyperactivation d’autres RTKs a également été mise en évidence dans les mécanismes de 
résistance en particulier secondaire. Cela conduit à une réactivation de la voie MAPK mais également 
de manière fréquente à l’activation de la voie PI3K/AKT. 
Il a ainsi été montré que le récepteur β du PDGF (PDGFRβ) était surexprimé et hyperactivé 
dans des lignées cellulaires générées in vitro mais également dans 4 tumeurs résistantes sur 11 
comparées aux biopsies correspondantes avant traitement (Nazarian et al., 2010). 
De manière similaire, l’article de Villanueva et al. montre que le récepteur à l’IGF-1 (IGF-1R) 
est hyperactivé dans une lignée résistante générée in vitro, et que l’expression et l’activation de IGF-
1R est augmentée dans 2 tumeurs résistantes sur 5 par rapport à la biopsie correspondante avant 
traitement (Villanueva et al., 2010). 
Enfin, l’article de Johannessen et al. identifie également des RTKs (AXL, ERBB3/HER3, FGR, 
CRKL, PRKCE, PRKCH) dont l’expression induit une résistance au Vemurafenib mais aucun des 2 
récepteurs précédemment décrits n’est retrouvé (Johannessen et al., 2010). L’implication de HER3 a 
également été retrouvée dans un article de Fattore et al. et dans les travaux de l’équipe du Pr Aplin 
détaillées plus loin (II-C-4-g)(Abel et al., 2013; Fattore et al., 2013).  
 
Outre leur rôle dans la résistance dans les mélanomes, les RTKs semblent être les acteurs 
majeurs de la résistance au Vemurafenib d’autres types cellulaires. En effet, les cellules de cancer de 
la thyroïde et du colon sont moins sensibles que celles de mélanome au Vemurafenib, cette relative 
résistance semble être causée par l’activation de RTKs via la levée des rétrocontrôles de la voie MAPK : 
ERBB3 a été mis en cause pour la thyroïde et EGFR pour le colon (Corcoran et al., 2012; Montero-Conde 
et al., 2013; Prahallad et al., 2012). 
 
b - Activation de Ras  
i - Mutations de NRAS 
L’acquisition de mutations activatrices de NRAS conduit de manière logique à une résistance 





qui n’est pas inhibé par les inhibiteurs tels que le Vemurafenib mais au contraire favorisé via une 
activation paradoxale de la voie MAPK (voir partie II-C-3-c). Les cellules mutées NRAS sont en 
conséquence résistantes au Vemurafenib et celui-ci induit leur prolifération et favorise ainsi leur 
émergence. 
La première étude montrant que l’acquisition d’une mutation de NRAS pouvait participer à la 
résistance secondaire au Vemurafenib a été publiée en 2010 (Nazarian et al., 2010). La mutation a en 
effet été identifiée dans une lignée cellulaire rendue résistante in vitro. En outre, dans cet article, les 
faibles concentrations de Vemurafenib induisent la prolifération des cellules résistantes, phénomène 
décrit dans une autre étude (Das Thakur et al., 2013). 
L’étude de Nazarian et al. montre que ce mécanisme est également retrouvé en clinique : 2 
biopsies sur les 16 analysées étaient porteuses de mutations de NRAS. De manière surprenante, alors 
que ces 2 biopsies étaient issues de 2 sites métastatiques du même patient, elles n’étaient pas 
porteuses de la même mutation (NRASQ61K et NRASQ61R) démontrant que la rechute de ce patient était 
issue de l’émergence de plusieurs clones indépendants. De plus, ces mutations étaient accompagnées 
d’amplifications de NRAS. 
L’existence de mutations de NRAS dans les biopsies issues de résistances secondaires a été 
retrouvée dans 2 autres études avec une fréquence aux alentours de 20% (4/19 et 3/13)(Poulikakos et 
al., 2011; Trunzer et al., 2013). 
 
ii - NF1 
NF1 est une GAP de Ras, participant à l’inactivation de ce dernier. La perte de NF1 induit en 
conséquence une hyperactivation de Ras, il a été démontré que celle-ci pouvait participer à la 
mélanomagenèse (Maertens et al., 2012).  
Une étude menée dans le laboratoire du Pr Garraway, ayant pour objectif d’identifier, à partir 
du criblage d’une banque de lentivirus codant pour des shARN dirigés contre plus de 16 000 gènes, des 
gènes dont la perte d’expression induirait une résistance au Vemurafenib, a mis en lumière 
l’implication de NF1. En effet, dans 3 lignées cellulaires différentes, la perte d’expression de NF1 induit 
une résistance au Vemurafenib qui reste toutefois moindre que celle induite par la mutation de NRAS : 
l’IC50 est multipliée par 5 à 30 suite à la perte de NF1 alors que ce facteur est proche de 200 pour les 
mutation de Ras (Whittaker et al., 2013). Une deuxième étude a confirmé ce lien entre perte de NF1 
et résistance aux inhibiteurs de B-Raf. Par ailleurs, elle s’accompagne également d’une résistance 
modérée aux inhibiteurs de MEK (Maertens et al., 2012).  
Au niveau clinique, l’étude de Garraway et al. a identifié des mutations de NF1 dans 4 biopsies 
issues de rechutes sous Vemurafenib (le nombre total de biopsies testées n’étant pas mentionné dans 





au traitement que pendant peu de temps (10 semaines). Deux patients portaient dès l’initiation du 
traitement une mutation silencieuse, pouvant induire l’expression d’une protéine aberrante via un 
épissage alternatif (non vérifié dans l’étude), ont également répondu au traitement que peu de temps 
(10 et 12 semaines). Enfin chez le quatrième patient, qui a répondu de manière plus prolongée au 
traitement (5 mois), une mutation silencieuse mais également potentiellement responsable d’un 
épissage alternatif est apparue lors de la rechute. 
En conclusion, via l’activation de la voie MAPK, NF1 induit une résistance in cellulo aux 
inhibiteurs de B-Raf cependant à ce jour la démonstration in vivo de son rôle est ténue et reste à 
confirmer. 
 
c - Altérations touchant les protéines Raf 
i - Surexpression de C-Raf 
N-Ras est capable via l’activation de C-Raf d’induire une résistance au Vemurafenib. La 
surexpression de ce dernier peut être impliquée au même titre. 
Dès 2008, un article de Montagut et al. mettait en évidence, sur une lignée rendue résistante 
in vitro, le rôle de la surexpression de C-Raf dans la résistance aux inhibiteurs de B-Raf tels que l’AZ628 
(Montagut et al., 2008). Par la suite, ce lien a été également retrouvé pour le PLX4032 : d’une part la 
surexpression de C-Raf induit une résistance et d’autre part l’expression de C-Raf est augmentée dans 
des lignées rendues résistantes. Sa déplétion restaure en partie la sensibilité au Vemurafenib 
(Johannessen et al., 2010; Su et al., 2011). Cependant l’occurrence in vivo d’un tel mécanisme n’a pas 
été démontrée. 
 
 ii - Surexpression de B-Raf 
Deux études ont mis en évidence le rôle de la surexpression de B-Raf, conséquente ou non à 
une amplification génique, dans la résistance au Vemurafenib mais également aux inhibiteurs de MEK. 
L’étude de Shi et al., a mis en évidence une amplification de BRAF chez 4 patients sur 20 lors de leur 
rechute (Shi et al., 2012). L’étude de Das Thaskur et al. utilise quant à elle des lignées rendues 
résistantes au Vemurafenib après implantation chez la souris. Elle montre que ces dernières 
surexpriment B-Raf par rapport aux lignées parentales, une amplification du gène est retrouvée dans 
une des lignées, tandis que le mécanisme conduisant à cette surexpression dans les autres n’a pas été 
élucidé (Das Thakur et al., 2013). Enfin, des lignées rendues résistantes in vitro présentent également 
une surexpression de B-Raf (Su et al., 2011). 
La surexpression de B-Raf limiterait l’effet de l’inhibiteur via une saturation en cible par rapport 






iii - Epissage alternatif de B-Raf 
L’équipe du Pr Rosen a généré, in vitro, des lignées résistantes, 3 clones sur les 5 isolés 
possédaient 2 formes de la protéine B-RafV600E, une de taille attendue de 87 kDa ainsi qu’une plus 
courte de 61 kDa, au niveau de l’ARNm une forme plus courte était retrouvée (Poulikakos et al., 2011). 
Dans ces cellules, le Vemurafenib ne modifie plus l’activité de la voie MAPK (ie : pMEK et pERK). En fait 
la partie tronquée correspond aux domaines RBD et CRD. Leur perte induit la dimérisation 
indépendamment de l’activation de Ras et active MEK1/2 malgré la présence de l’inhibiteur.  
Chez les patients, un ARNm de BRAF plus court a été mis en évidence dans 6 biopsies issues de 
rechute sous Vemurafenib sur les 19 testées. Pour 3 d’entre elles, une biopsie avant traitement était 
disponible et ne présentait pas ce transcrit. De plus, aucun transcrit court n’a été mis en évidence dans 
les mélanomes non traités par le Vemurafenib, ni chez les résistants primaires, suggérant l’apparition 
de cet épissage alternatif lors de la résistance acquise. 
 
d - Activation de MEK indépendamment de B-Raf 
i - Mutations de MEK1 
MEK1 et MEK2 étant les effecteurs de B-Raf, il semble logique que des mutations activatrices 
de ces derniers puissent être impliquées dans la résistance au Vemurafenib. 
En 2009, une étude d’Emery et al., a identifié in vitro de nombreuses mutations de MEK1 
rendant les cellules résistantes aux inhibiteurs de MEK (AZD6422 et CI-1040). Parmi les mutations 
identifiées, celle affectant la P124 est retrouvée chez un patient ayant développé une résistance à le 
Selumetinib au cours d’un essai clinique. Cette mutation induit in vitro à la fois une résistance aux 
inhibiteurs de MEK et au Vemurafénib (Emery et al., 2009). L’implication de cette mutation dans la 
résistance au Vemurafenib n’a pas été retrouvée depuis. Au contraire, l’étude de Trunzer et al. 
retrouve cette mutation chez 7 patients (sur 92) et montre que sa présence n’affecte pas leur réponse 
au Vemurafenib (Trunzer et al., 2013). 
En revanche, les mutations affectant les résidus C121, Q56 et E203 ont été identifiées sur des 
biopsies issues de résistance secondaire au Vemurafenib. Les biopsies prélevées avant traitement chez 
ces mêmes patients ne portaient pas de telles mutations, suggérant leur apparition et leur rôle au 
cours de la résistance secondaire (Poulikakos et al., 2011; Trunzer et al., 2013; Wagle et al., 2011). 
 
ii - Mutation COT (MAP3K8) 
COT est une MAPKKK impliquée dans l’activation de la voie JNK mais également ERK1/2. En 





Son implication dans la résistance secondaire au Vemurafenib a été mise en évidence dans le 
laboratoire du professeur Garraway dans la publication concernant C-Raf et HER3 présentée plus haut 
(Johannessen et al., 2010). Cette étude visait à identifier des kinases (597 testées) dont la 
surexpression/hyperactivation pourrait induire une résistance au Vemurafenib. La surexpression de 
COT induit l’activation de MEK1/2 indépendamment de B-Raf, la voie MAPK reste alors active en 
présence de Vemurafenib. Chez les patients, une augmentation de l’expression de COT dans les 
biopsies prélevées lors de la rechute par rapport à celles prélevées lors de la phase de réponse a été 
retrouvée et ceci chez 2 patients sur les 3 testés (Johannessen et al., 2010). 
 
e - La voie PI3K/AKT et PTEN 
Plusieurs articles ont suggéré, en particulier sur la base de données in vitro, un lien entre la 
résistance à l’inhibition de la voie MAPK et l’hyperactivation de la voie PI3K/AKT via notamment la 
perte de PTEN. 
En effet, ces travaux montrent que dans les cellules PTEN+, l’inhibition de la voie MAPK induit 
l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose alors que dans les cellules PTEN –, l’inhibition de cette voie 
n’induit que peu d’apoptose et n’a en conséquence qu’un effet cytostatique (Paraiso et al., 2011; 
Vergani et al., 2011; Xing et al., 2011). De même, une lignée porteuse d’une mutation activatrice 
d’AKT3 s’est révélée résistante à l’entrée en apoptose induite par le PLX4720 (Shao and Aplin, 2010). 
Le défaut d’apoptose semble lié à l’absence d’induction de l’expression de protéines pro-apoptiques 
telles que Bim ou Bmf en réponse à l’inhibition de la voie MAPK. L’inhibition de la voie PI3K/AKT par 
des inhibiteurs spécifiques permettant de restaurer la sensibilité à l’inhibition de la voie MAPK (Paraiso 
et al., 2011). 
Au niveau clinique, une étude de Trunzer et al. montre que le niveau d’expression de PTEN 
avant traitement est plus fort chez les patients répondeurs au Vemurafenib que chez les résistants 
primaires (Trunzer et al., 2013). Cependant parmi les 11 patients n’exprimant pas PTEN, 4 ont tout de 
même répondu au traitement suggérant que si l’expression de PTEN influence la réponse au 
Vemurafenib elle ne suffit pas à la prédire. Dans cette étude, l’expression de PTEN n’était pas modifiée 
lors du développement de résistance secondaire suggérant un rôle de la perte de PTEN uniquement 
dans la résistance primaire. Au contraire, une autre étude de Villanueva et al. montre au contraire que 
pour 1 patient sur les 5 étudiés, l’apparition d’une résistance secondaire s’accompagne de la perte 
homozygote de PTEN (Villanueva et al., 2010). 
  De plus, les altérations de Ras et des RTKs décrites ci-dessus réactivent la voie MAPK mais 
activent également la voie PI3K/AKT. En présence d’une hyperactivation de IGF-1R, l’inhibition de la 





d’un inhibiteur de PI3K est nécessaire, suggérant que l’activation de la voie PI3K/AKT interfère dans la 
réponse cellulaire à l’inhibition de la voie MAPK (Villanueva et al., 2010). 
 
f - La voie Cycline D1/RB 
Une publication de 2008 montre que les amplifications de CCND1, retrouvées dans 15 à 20% 
des mélanomes mutés BRAF, induisent une résistance primaire à un inhibiteur de B-Raf, le SB-590885 
(Smalley et al., 2008). De plus, l’étude de Vergani et al. a également retrouvé une amplification de 
CCND1 dans une lignée cellulaire mutée BRAFV600E résistante au PLX4032 (Vergani et al., 2011). 
Cependant l’existence de ce lien n’a pas été confirmée en clinique depuis.  
Par ailleurs, Shao et al. ont montré que la perte conjointe de PTEN et Rb induisait une 
résistance à l’inhibition de la voie MAPK (les inhibiteurs de la voie MAPK n’entraînent même pas d’arrêt 
de prolifération)(Shao and Aplin, 2010). L’inhibition conjointe des voies MAPK et PI3K/AKT induit alors 
l’arrêt du cycle cellulaire mais pas l’apoptose. 
 
g – FOXD3, modèle de la résistance adaptative 
A côté des mécanismes de résistance primaire et secondaire, se développe également la 
théorie de mécanismes dit adaptatifs de résistance. Nous définirons comme résistance adaptative un 
mécanisme d’autorégulation impliquant notamment une modification de la signalisation cellulaire 
conduisant rapidement (quelques heures) à l’apparition d’une résistance. Ces mécanismes peuvent 
être directement activés par l’inhibiteur, la conséquence de voies de rétrocontrôle ou d’activation de 
voies de compensation. 
Brièvement, la voie MAPK contrôle l’expression de nombreux gènes ainsi que l’activité de 
certaines protéines (voir partie II-A-3-f). L’inhibition de la voie MAPK inhibe en conséquence ces 
modifications qui participent à l’effet thérapeutique. Cependant, parmi toutes les cibles de la voie 
MAPK certaines pourraient avoir une activité paradoxale et participer au contraire à la résistance.  
FOXD3, dont la régulation par la voie MAPK et le rôle ont été extensivement étudiés par 
l’équipe du Pr Aplin, constitue un prototype de facteurs impliqués dans ce phénomène de résistance 
adaptative. Cette équipe a initialement montré que la mutation activatrice de BRAF augmentait les 
capacités migratoires et invasives des cellules de mélanome via l’inhibition de l’expression de FOXD3 
induisant elle-même une augmentation de l’expression de RhoE/Rnd3. Au contraire, l’inhibition de B-
Raf par des inhibiteurs tels que le Vemurafenib altérait la motilité cellulaire via cette voie de 
signalisation (Katiyar and Aplin, 2011; Klein et al., 2008). De plus, l’induction de FOXD3 sous 










































cycline A et l’induction de p21 (Abel and Aplin, 2010). A ce titre la régulation de FOXD3 par le 
Vemurafenib participe à la réponse thérapeutique. 
Paradoxalement, l’induction de FOXD3 par le Vemurafenib limite l’efficacité de ce dernier en 
prévenant l’entrée en apoptose. Effectivement, la prévention de son induction sous Vemurafenib 
potentialise grandement l’entrée en apoptose des cellules en réponse au Vemurafenib (Basile et al., 
2011). Le mécanisme par lequel FOXD3 régule l’apoptose n’a cependant pas été identifié et serait 
indépendant des protéines de la famille de Bcl-2. 
Cette équipe a également montré que FOXD3 contrôle l’expression de HER3 en réponse au 
Vemurafenib : les cellules traitées par le Vemurafenib deviennent alors plus sensible au ligand de HER3, 
le NRG1β (Neuregulin 1 β) ce qui conduit in fine à une réactivation de la voie MAPK ainsi qu’à 
l’activation de la voie PI3K/AKT. Cette augmentation d’expression de HER3 a été retrouvée dans des 
biopsies prélevées sous traitement par rapport aux biopsies prélevées avant traitement chez 1 patient 
sur 2 traités avec du Vemurafenib et 3 patients sur 9 traités avec du Dabrafenib ou par l’association 
Dabrafenib/Trametinib (Abel et al., 2013). 
 
h - Bilan concernant les mécanismes de résistance 
 La majorité des mécanismes décrits ci-dessus, résumés en figure 38 et le tableau 4, ont été 
identifiés sur des lignées rendues résistantes in vitro. Cependant, on ne sait pas si les mécanismes mis 
en jeu sont réellement les mêmes in vivo. En effet, l’impact du microenvironnement, de l’immunité et 
l’hétérogénéité tumorale sont totalement exclus de ces modèles. Si certaines altérations identifiées in 
vitro ont ensuite été retrouvées in vivo, leur rôle de « driver » ou de « passenger » dans la résistance 
n’est pas élucidé : chacune des altérations ayant été retrouvée dans une proportion importante de 
biopsies (plus de 20% pour la majorité), il n’est pas exclu que ces altérations co-existent. Dans ce cas-
là, la question se pose de savoir quelle est l’altération clé ? 
Plusieurs de ces articles se sont efforcés de montrer qu’il était possible de contrer ces 
résistances par des associations thérapeutiques. Cependant, l’idéal étant de traiter directement les 
patients avec l’association synergique afin d’éviter l’émergence de clones résistants, il ne semble pas 
concevable de traiter les patients d’emblée avec une association de 4 ou 5 composés pour éviter les 
différentes résistances possibles. Il faudrait donc idéalement, à partir de la biopsie de pré-traitement 
connaître la probabilité pour chaque patient d’activer l’une ou l’autre des voies de résistance. 
L’exemple du patient de l’article de Nazarian et al. (Nazarian et al., 2010), porteur de 2 mutations 
distinctes de NRAS au niveau de 2 sites métastatiques, montre que d’une part la résistance n’est pas 
liée à l’émergence d’un seul clone préexistant et d’autre part que chez un même patient des clones 





mécanismes qui sont mis en jeu pourraient être au moins en partie dépendants des caractéristiques 
intrinsèques de la tumeur et/ou du patient. 
Finalement, afin de déterminer l’existence réelle et l’importance de chacun des mécanismes 
décrits ainsi que leur co-occurrence, il semble crucial de les étudier dans leur ensemble au sein d’une 
cohorte conséquente. 
Nous nous permettrons de suggérer ici, l’intérêt du développement de combinaisons 
thérapeutiques induisant une forte létalité au sein de la tumeur. En effet, une stratégie thérapeutique 
pro-apoptique présente un double avantage d’une part induire une régression tumorale importante 
et d’autre part éviter l’apparition de résistances qui auraient lieu au cours d’un traitement uniquement 
cytostatique. Ce travail doctoral débouche sur la proposition d’une combinaison thérapeutique 
augmentant fortement l’apoptose en réponse au Vémurafenib. 
 
5 - Autres inhibiteurs de la voie MAPK ayant obtenu une AMM ou en cours 
d’évaluation clinique 
Suite à la découverte des mutations de B-Raf en 2002, de nombreuses entreprises 
pharmaceutiques se sont lancées dans l’identification d’inhibiteurs de B-Raf mais également des 
effecteurs en aval tel que MEK1/2 et ERK1/2. A ce jour, de nombreux projets sont arrivés à maturité 
et plusieurs des inhibiteurs identifiés sont évalués chez l’Homme. Nous allons lister ici ces inhibiteurs 
en essayant de mettre en lumière les avantages et inconvénients de chaque classe. 
 
a – Autre Inhibiteur de B-RafV600E : le GSK2118436/Dabrafenib 
 Le Dabrafenib est un inhibiteur très proche du Vemurafenib. C’est un compétiteur de l’ATP 
spécifique du mutant de B-Raf et responsable au même titre que le Vemurafenib d’une activation 
paradoxale de la voie MAPK en réponse à l’activation de Ras. Il a obtenu l’AMM très récemment en 
monothérapie pour les mêmes indications que le Vemurafenib (mélanome métastatique ou non 
opérable) aux Etats-Unis et en Europe en mai 2013. Effectivement, un essai clinique de phase III a 
montré sa supériorité par rapport à la Dacarbazine avec une efficacité et des effets indésirables 
comparables au Vemurafenib (Hauschild et al., 2012). Aucune étude n’a comparé le Vemurafenib et le 
Dabrafenib, le Vemurafenib induirait plus de photosensibilité que le Dabrafenib, ce dernier serait donc 
préféré par les cliniciens chez les patients à risque. 
 En cas de métastases cérébrales, le Dabrafenib est sûrement à préférer. En effet, il a été montré 





métastases cérébrales alors que cette population avait été évincée des essais cliniques de phase III du 
Vemurafenib et du Dabrafenib (Long et al., 2012). 
 Enfin, comme nous le verrons dans la partie II-C-6-a, le Dabrafenib a été évalué en association 
avec un inhibiteur de MEK. 
 
b - Inhibiteurs pan Raf 
 L’intérêt principal de ces inhibiteurs est leur potentielle activité dans les tumeurs mutées Ras et 
leur absence d’activité paradoxale. Cependant, cet intérêt est à nuancer. D’après les hypothèses de 
Poulikakos détaillées (en partie II-C-3-c et Figure 40B), ces inhibiteurs, utilisés à des concentrations non 
saturantes, pourraient également induire une activation paradoxale. De plus, étant donné qu’ils ne 
sont pas spécifiques de la forme mutée, ils altèrent la signalisation de la voie MAPK dans toutes les 
cellules ce qui pourrait fortement limiter la dose administrable et donc leur efficacité. 
 Quatre inhibiteurs sont en cours de développement le RAF265, le XL281, le LGX818 et le GDC-
0879, les données disponibles pour chacun d’eux sont présentées dans le tableau 3. 
 
c - Inhibiteurs de MEK 
 Théoriquement, l’intérêt des inhibiteurs de MEK est multiple : 
 - dans les mélanomes mutés B-Raf ils pourraient éviter les tumeurs cutanées consécutives à 
l’activité paradoxale des inhibiteurs de B-Raf 
 - ils devraient également être actifs sur les mélanomes mutés NRAS et ceci de manière plus 
certaine que les inhibiteurs pan-Raf 
 - ils pourraient contrer les résistances consécutives à la réactivation de la voie MAPK. 
 
 Cependant, les données in vitro montrent une activité relativement limitée de cette classe 
d’inhibiteurs dans les mélanomes mutés NRAS (Solit et al., 2005). De plus, l’efficacité de ces inhibiteurs 
devrait être limitée par leur manque de spécificité. En effet, à la différence des inhibiteurs de B-RafV600E 
qui n’affectent pas les cellules normales, les inhibiteurs de MEK altèrent la voie MAPK dans toutes les 
cellules ce qui pourrait limiter la dose. Sachant que 80% d’inhibition de la voie MAPK est nécessaire à 
une réponse thérapeutique dans les mélanomes, il est aisé de prédire que les inhibiteurs de MEK 
seront moins efficaces que ceux de B-Raf. 
 L’intérêt des inhibiteurs de MEK en cancérologie étant bien plus large que dans les seuls 
mélanomes, de tels inhibiteurs ont été synthétisés et évalués en clinique depuis de nombreuses 





de 13 inhibiteurs ont été testés chez l’Homme sur un large panel de cancers. Seul le Trametinib a réussi 
à obtenir à ce jour une AMM. Nous détaillerons ici le cas du Trametinib autorisé dans les mélanomes 
métastiques ainsi que du Selumetinib actuellement en cours d’évaluation (Akinleye et al., 2013). 
 Deux types d’inhibiteurs de MEK existent : les inhibiteurs compétitifs de l’ATP qui viennent se 
loger dans la poche à ATP et les inhibiteurs allostériques, beaucoup plus nombreux et plus spécifiques, 
qui se lient sur un site allostérique proche mais distinct du site de liaison à l’ATP et inhibent la liaison 
de l’ATP. 
 
i – Trametinib 
 Le Trametinib est inhibiteur allostérique spécifique de MEK1/2 dont l’activité a été montrée in 
vitro et in vivo sur des lignées cellulaires porteuses de mutations de BRAF et de Ras (Gilmartin et al., 
2011). 
 Le premier essai clinique de phase I a inclus 206 patients dont 97 atteints de mélanomes 
métastatiques parmi lesquels 36 étaient mutés BRAF. Les études pharmacodynamiques ont montré 
que les mélanomes répondaient mieux à l’inhibiteur puisque ce dernier induisait 60% de diminution 
de marquage pERK dans les biopsies post-traitement alors que ce taux n’était que de 30% dans les 
autres cancers inclus dans l’étude (en particulier les cancers du pancréas, du poumon et du colon) 
(Infante et al., 2012). De plus, dans les autres cancers aucune corrélation entre la réponse et la 
présence de mutations de BRAF ou de Ras ne semblait apparaitre. Au contraire, dans les mélanomes, 
les réponses pouvaient être corrélées au génotype avec une meilleur réponse pour, dans l’ordre, 
BRAFmut/NRASwt (3 RC, 10 RP et 15MS pour 36 patients), BRAFWT/NRASWT (4 RP, 15 MS sur 39 patients) 
et enfin BRAFWT/NRASmut (2 MS sur 7 patients)(Falchook et al., 2012). Les patients porteurs d’une 
mutation de BRAF semblent mieux répondre au Trametinib ce qui a conduit à mener l’essai de phase 
III dans cette population. Il est à noter que si le Trametinib n’entraîne pas de réponse significative dans 
l’ensemble des patients BRAFWT/NRASWT, certains d’entre eux présentent une réponse de longue durée 
(2 patients présentent des réponses de 70 et 110 semaines). Il serait donc judicieux de mieux 
caractériser le génome des tumeurs de ces 2 patients afin d’identifier un marqueur prédictif de 
réponse. 
 L’essai de phase III ayant conduit à l’obtention de l’AMM a inclus 322 patients dont 204 traités 
par le Trametinib et 108 dans le groupe contrôle traités par chimiothérapie (Dacarbazine ou Paclitaxel). 
L’analyse de cette cohorte montre une amélioration significative de la survie sans progression (4,8 
versus 1,5 mois), de la survie globale à 6 mois (81 versus 67 %), et du taux de réponse atteignant les 
critères RECIST (22 versus 8%). On peut d’ores et déjà remarquer que si le Trametinib améliore la 





du Dabrafenib (taux de réponse de 48% pour le Vemurafenib et 50% pour le Dabrafenib versus 22 % 
pour le Trametinib)(Falchook et al., 2012). 
 Le Trametinib est également moins bien toléré que les inhibiteurs de B-Raf. Le traitement a dû 
être interrompu ou réduit suite à des effets indésirables chez 62% des patients contre respectivement 
38 et 31% pour le Vemurafenib et le Dabrafenib. Ces effets indésirables sont cutanés (rash, dermatite), 
des diarrhées, des œdèmes périphériques, de la fatigue, oculaires et cardiaques. Il est cependant à 
noter qu’aucun carcinome épidermoïde cutané n’a été recensé (Falchook et al., 2012; Infante et al., 
2012). 
 Le Trametinib a été autorisé en même temps que le Dabrafenib en mai 2013 dans les mêmes 
indications que le Vemurafenib et le Dabrafenib. La place du Trametinib en première intention est 
discutable au vu du taux de réponse moins bon que celui des inhibiteurs de B-Raf. Il pourrait en 
revanche présenter un intérêt chez certains patients résistants présentant une réactivation de la voie 
MAPK et chez ceux qui développent un grand nombre de carcinomes épidermoïdes cutanés sous 
inhibiteurs de B-Raf. Enfin, il devrait trouver sa place dans les tous prochains mois en association avec 
le Dabrafenib (voir partie II-C-6-a). 
 
ii – Selumetinib/AZD6422 
 Le Selumetinib est également un inhibiteur allostérique spécifique de MEK1/2 (Yeh et al., 2007).  
 Plusieurs essais cliniques de phase II ont été menés dans les mélanomes sans conduire à des 
résultats probants. Le premier essai en monothérapie versus Temozolomide sans critère génétique n’a 
pas montré d’amélioration de la survie sans progression. Cependant parmi les 6 patients répondeurs, 
5 étaient porteurs d’une mutation de BRAF (Kirkwood et al., 2011). Les autres essais ont donc été 
conduits chez des patients porteurs de mutations, mais aucun n’a permis le passage à la phase III. En 
effet, même en association avec la Dacarbazine, l’ajout du Selumetinib n’induisait qu’une amélioration 
modeste de survie sans progression (5.6 versus 3 mois) et pas de modification significative de la survie 
globale (Robert et al., 2013). 
Un essai clinique est en revanche toujours en cours dans les mélanomes oculaires, en 
particulier porteurs de mutation de GNAQ et GNA11, pathologie dans laquelle le Selumetinib semble 
démontrer une efficacité supérieure à la chimiothérapie de référence (Carvajal, 2013). 
 
d - Inhibiteurs d’ERK1/2 
 Afin de pallier aux résistances aux inhibiteurs de MEK1/2, aux résistances croisées aux 
inhibiteurs de MEK et de B-Raf telles qu’aux mutations de MEK1, et surtout d’éviter la réactivation de 





inhibiteurs d’ERK1/2 sont actuellement en cours de développement et devraient être d’ici peu évalués 
chez l’Homme (Morris et al., 2013). 
 
e - Les inhibiteurs de KIT 
 Les mutations de KIT sont retrouvées de manière assez fréquente dans certains types de 
mélanome (acral, muqueux, Dubreuilh)(voir partie II-B-2-c). Du fait de la disponibilité en clinique 
d’inhibiteurs de KIT, cette découverte s’est rapidement traduite par une évaluation de tels inhibiteurs. 
 L’Imatinib a été évalué au cours de plusieurs essais de phase I et II dont le dernier en date a 
conduit à un taux de réponse de 54% chez patients porteurs d’une mutation de KIT. De manière 
surprenante, alors que des patients présentant des amplifications de KIT avaient également été inclus 
dans cet essai, aucun n’a répondu au traitement. Seuls les patients porteurs de mutations juxta-
membranaires KITK642E et KITL576P et dont le rapport d’expression c-Kitmut/c-KitWT est supérieur à 1 
semblent répondre (Hodi et al., 2013).  
 De nombreux essais sont actuellement en cours pour évaluer des inhibiteurs plus spécifiques 
tels que le Nilotinib (NCT01099514, NCT01168050 et NCT01395121), le Dasatinib (NCT00700882 et 
NCT01092728) et le Sunitinib (NCT00577382). 
 
6 - Intérêts de combinaisons thérapeutiques incluant un inhibiteur de la voie 
MAPK 
 Les inhibiteurs de la MAPK, et en particulier les inhibiteurs de B-Raf, constituent une avancée 
capitale dans la prise en charge du mélanome contre lequel il n’y avait jusqu’à présent aucune thérapie 
efficace. Cependant, l’efficacité de ces inhibiteurs est limitée chez certains patients par une résistance 
primaire et surtout par l’apparition de résistances secondaires chez la majorité des patients. De 
nombreux travaux, exposés dans la partie II-C-4, se sont intéressés aux mécanismes de résistance et 
ont proposé des combinaisons thérapeutiques visant à les limiter. Nous détaillerons ici les 
combinaisons en cours d’évaluation qui semblent les plus prometteuses. 
 
a - Inhibiteurs de B-Raf et de MEK  
 L’intérêt évident d’une telle association est d’une part de garder une spécificité contre les 
cellules cancéreuses et une plus grande activité avec l’inhibiteur de B-Raf et d’autre part, de limiter à 
la fois les résistances et les effets indésirables conséquents à l’activité paradoxale induite par les 





liées aux mutations de NRAS, de NF1, à la surexpression de C-Raf ou B-Raf, aux formes épissées de B-
Raf et également à la levée des rétrocontrôles sur la voie MAPK. 
L’association des 2 inhibiteurs de GSK présentés plus haut, le Dabrafenib et le Trametinib, a 
été évaluée mais seuls les résultats de l’essai de phase I/II comparant l’association au Dabrafenib seul 
sont publiés à ce jour (Flaherty et al., 2012c). La phase d’escalade de dose n’a pas révélé de toxicité 
particulière de la combinaison ce qui a permis la conduite de la phase II aux doses recommandées pour 
les monothérapies correspondantes à savoir 150 mg de Dabrafenib et 2 mg de Trametinib par jour. 
 Les résultats de cette étude sont sans équivoque en faveur d’une plus grande efficacité de 
l’association, en effet tous les paramètres suivants sont significativement améliorés : la survie sans 
progression (9,4 versus 5,8 mois), la survie sans progression à un an (41 versus 9%), le taux de réponse 
atteignant les critères RECIST (76 versus 54%) et la durée de la réponse (10,5 versus 5,6 mois). 
 Au niveau des effets indésirables, la combinaison réduit l’occurrence de carcinomes 
épidermoïdes cutanés (7% versus 19%) et de rash mais s’accompagne des effets indésirables associés 
au Trametinib (dermatite acnéiforme, fatigue, diarrhée,...). Ces effets toxiques conduisent plus 
souvent à des interruptions du traitement et à des réductions de doses dans le groupe bithérapie que 
le groupe monothérapie (67 versus 28% pour les interruptions et 58 versus 19% pour les réductions) 
 Deux essais de phase III sont en cours comparant le Dabrafenib/Trametinib versus Dabrafenib 
(NCT01584648) et Dabrafenib/Trametinib versus Vemurafenib (NCT01597908). Ces derniers devraient 
confirmer les résultats de l’essai de phase I/II étant donné que GSK a d’ores et déjà déposé une 
demande d’AMM. 
 Dans la même optique, Genentech a débuté en janvier 2013, un essai de phase III comparant 
l’association GDC-0973 (inhibiteur de MEK)/Vemurafenib à ce dernier (NCT01689519). 
 
b - Vemurafenib et Ipilimumab 
 Après plusieurs décennies d’échec dans l’identification de traitement contre ce cancer, le 
Vemurafenib et l’Ipilimumab ont obtenu une AMM pour le mélanome métastatique à quelques mois 
d’intervalle. Leur association pourrait être synergique. En effet, d’une part, le Vemurafenib inhibe la 
prolifération, induit l’apoptose et pourrait potentiellement augmenter la reconnaissance de la tumeur 
par le système immunitaire (discuté dans la partie II-C-2). D’autre part, l’Ipilimumab en inhibant 
l’immunosuppression pourrait accroître la reconnaissance de la tumeur et favoriser la mise en place 
d’une mémoire immune anti-tumorale. 
 Un essai de phase I a dû être prématurément clos du fait de signes inattendus d’hépatotoxicité. 
En effet, parmi les 6 patients traités avec les doses recommandées pour les monothérapies, 4 ont vu 





d’Ipilimumab. Une diminution de la dose de Vemurafenib n’a pas permis de faire disparaitre cet effet 
dans une nouvelle cohorte (Ribas et al., 2013). 
 Un essai de phase II proposant une administration séquentielle du Vemurafenib et de 
l’Ipilimumab visant à éviter l’hépatotoxicité décrite est en cours (NCT01689519). 
 
 De plus, le Vemurafenib est également évalué en combinaison avec d’autres immunothérapies 
comme l’interleukine 2, des anticorps anti-PD1 ou des stratégies vaccinales (NCT01683188, 
NCT01656642, NCT01659151, NCT01754376, NCT01585415).  
 
c – Co-inhibition des voies MAPK et PI3K/AKT 
 Les voies MAPK et PI3K/AKT sont des voies essentielles dans la carcinogenèse, la voie MAPK 
contrôlant en particulier la prolifération et la voie PI3K/AKT la survie, la co-inhibition de ces 2 voies 
devrait être synergique. La co-inhibition de ces 2 voies semble d’autant plus prometteuse dans les 
mélanomes que :  
 1) Les altérations de la voie PI3K/AKT sont particulièrement fréquentes (perte de PTEN, 
mutations de NRAS) (voir partie I-B-3 et II-B-2-a-ii),  
 2) La voie PI3K/AKT pourrait être directement liée à la résistance puisque lorsqu’elle est activée 
le Vemurafenib serait cytostatique et non plus cytotoxique (voir partie II-C-4-e). 
 3) Parmi les mécanismes de résistances décrits (voir partie II-C-4), plusieurs conduisent à une 
activation de la voie PI3K/AKT tels que les mutations de NRAS et de NF1 ainsi que les altérations 
touchant les RTKs. 
 4) Plusieurs articles décrivant les mécanismes sus-cités proposaient de les contrer via 
notamment l’utilisation d’inhibiteurs de PI3K/AKT. 
 Plusieurs essais cliniques de phase I et II incluant des inhibiteurs de PI3K (BKM120, PX866, 
SAR260301) en association avec le Vemurafenib sont actuellement en cours (NCT01512251, 
NCT01616199, NCT01673737). De plus, un essai de phase II chez des patients résistants au 
Vemurafenib ou au Dabrafenib incluant un inhibiteur de MEK, le Selumetinib et un inhibiteur d’AKT, le 
MK2206, a été conduit mais les résultats ne sont pas encore publiés. Genentech tente également de 
développer une combinaison d’inhibiteurs de MEK et de PI3K (GDC-0973 et GDC-0941), actuellement 
en essai de phase I/II mais non axé sur le mélanome (NCT00996892). 
 
 Si une telle association semble extrêmement efficace in vitro, et qui plus est nous verrons par la 
suite que ce travail doctoral a débouché sur la proposition d’une telle association, elle risque d’être 





signalisation est essentielle dans bon nombre de processus physiologiques et en particulier dans le 
métabolisme glucidique (le diabète étant un des effets indésirables majeurs de ces inhibiteurs). 
 De plus, parmi les multiples inhibiteurs (inhibiteur de TORC1, de TORC1 et 2, de PI3K, de PI3K et 
TORC ou d’AKT) développés et testés dans les cancers, seuls le Temsirolimus et l’Everolimus ont obtenu 
une AMM dans les carcinomes rénaux métastatiques. En effet, ces inhibiteurs ne sont pas spécifiques 
d’une forme mutée, ils affectent donc toutes les cellules et ont en conséquence un index 
thérapeutique très étroit. 
 
d - Autres combinaisons thérapeutiques 
 Des inhibiteurs de CDK et de HSP90 sont également en cours d’évaluation en association avec le 
Vemurafenib (NCT01841463, NCT01657591).  
 
D - Mélanome/MAPK/Vemurafenib, Bilan 
 En conclusion, nous avons, dans cette partie, montré l’intérêt mais également souligné les 
limites du ciblage de la voie MAPK dans le mélanome. Nous retiendrons qu’en dépit des résistances, 
le Vemurafenib a conduit à des résultats sans précédent dans le mélanome métastatique. 
 En effet, il est tout à fait exceptionnel d’obtenir chez des patients métastatiques des réponses 
complètes comme cela est fréquemment observé avec le Vemurafenib. Par ailleurs, le facteur prédictif 
de réponse que constitue la mutation de BRAFV600 présente une puissance remarquable puisqu’elle 
s’accompagne au moins d’une stabilisation de la maladie chez plus de 80% des patients. A ce titre, le 
Vemurafenib est un exemple enviable et recherché pour d’autres cancers. 
 Cependant, nous ne pourrons nous empêcher de nuancer cet engouement, en effet malgré les 
résultats initiaux impressionnants, in fine le Vemurafenib n’augmente que de quelques mois la survie 
globale ce qui ne peut constituer en soi l’objectif final d’un médicament. On peut espérer que le 
Vemurafenib démontre son intérêt principal ailleurs dans l’arsenal thérapeutique qu’en monothérapie 
dans les formes métastatiques. Il pourrait/devrait présenter un plus grand intérêt au cours des stades 
moins avancés, par exemple en traitement adjuvant comme l’Herceptin dans le cancer du sein, ou au 
sein de combinaisons thérapeutiques. 
Dans de telles circonstances, il semble crucial de mieux comprendre les mécanismes d’action 
cellulaire du Vemurafenib et les processus impliqués dans les résistances. De plus, il est également 
primordial d’identifier les facteurs induisant l’apoptose en réponse au Vemurafenib afin de développer 
des stratégies thérapeutiques non plus cytostatiques mais cytotoxiques et de se prémunir face aux 
rechutes et aux résistances.  
Figure 39 : La famille des RhoGTPases 
A : Arbre phylogénique de la superfamille Ras. 
B : Régulation de l’activité des RhoGTPases 
C : Structure des protéines Rho. 







III - RhoB, une RhoGTPase atypique impliquée dans la résistance 
thérapeutique à l’apoptose 
A – La famille des RhoGTPases 
1 - Généralités 
Les RhoGTPases sont une famille de GTPases monomériques constituant avec les familles Ras, 
Ran, Rab et Arf, la superfamille Ras (Figure 39A). Ce sont, à l’exception des RhoBTB, des protéines de 
petite taille, 20 à 40 kDa soit 190 à 250 acides aminés. Elles fonctionnent comme des interrupteurs 
moléculaires en cyclant entre un état actif lié au GTP et un état inactif lié au GDP sur le même principe 
que celui des protéines Ras, au même titre, leur activité est régulée par des GAP et des GEF mais 
également par des GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor). Les RhoGDI se lient aux protéines 
Rho, préférentiellement sous leur forme inactive, masquent leur prényl et les séquestrent dans le 
cytoplasme (Figure 39B). 
Chez l’homme, la famille Rho inclut 20 gènes classés en 4 groupes et 8 sous familles (Figure 
39A et B) : 
- le groupe I contient les sous-familles Rho (RhoA, RhoB et RhoC), Rnd (Rnd1, Rnd2/RhoN, 
Rnd3/RhoE) et RhoD/RhoF 
- le groupe II, les sous-familles Rac/RhoG (Rac1, Rac2, Rac3 et RhoG), Cdc42/RhoJ/RhoQ et 
RhoU/RhoV 
- le groupe III, la protéine RhoH 
- le groupe IV, les protéines RhoBTB1 et RhoBTB2.  
 
La structure des protéines Rho est relativement proche de celle de Ras, elle comprend un 
domaine GTPasique, des motifs de liaison au GDP et au GTP, un motif de liaison au Mg2+, 2 régions 
« switch » dont la conformation est modifiée entre la forme active et la forme inactive et impliquées 
dans les interactions avec les effecteurs et enfin une région hypervariable. Les protéines Rho 
contiennent également un « Rho insert domain » (Figure 39C). 
 
Si certaines protéines Rho sont ubiquitaires et exprimées à un taux relativement constant dans 
toutes les cellules, c’est notamment le cas de RhoA, Rac1 et Cdc42, l’expression d’autres membres est 
tissu-spécifique, par exemple Rac2 et RhoH sont spécifiques des cellules hématopoïétiques. Alors que 
l’expression de certaines protéines est stable dans le temps, RhoB, RhoG et RhoE sont des gènes de 
réponse au stress dont l’expression est finement régulée (voir partie III-B-2 pour RhoB). Enfin, leur 
A 
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Figure 40 :  Activité des RhoGTPases sur la morphologie et la migration cellulaire en 
2D et en 3D 
A : L’activation des RhoGTPases modifie l’organisation du cytosquelette d’actine et 
la morphologie cellulaire en 2D. 
Immunomarquage du réseau d’actine dans des cellules quiescentes ou suite à la 
microinjection des protéines Rho, Rac ou Cdc42 activées. 
(D’après Alberts, 2002) 
 
B : Régulation de la morphologie cellulaire en 3D, de la migration amœboïde versus 
mesenchymale par les protéines de la famille Rho. 
RhoA et Cdc42 favorisent la migration amœboïde alors que Rac favorise la migration 
mesenchymale. Chacune de voies exerçant un contrôle négatif sur la deuxième. 





localisation subcellulaire est également variée, si elles sont majoritairement retrouvées associées aux 
membranes, certaines RhoGTPases ont été retrouvées dans le cytoplasme et dans le noyau. Ces 
différences reflètent la diversité des fonctions assumées par cette famille de protéines. 
Les protéines Rho sont principalement connues pour leur rôle dans la régulation du 
cytosquelette d’actine par lequel elles contrôlent la morphologie, la polarité, l’adhésion et la motilité 
cellulaire. Cependant leur rôle n’est pas équivalent. En effet, en culture cellulaire classique (en 2 
dimensions), RhoA, B et C induisent la formation de fibres de stress qui sont au contraire inhibées par 
les protéines Rnd1 et 3. Rac1, quant à lui, intervient dans la formation des lamellipodes et Cdc42 des 
filopodes (Figure 40A)(Etienne-Manneville and Hall, 2002). Au sein d’une matrice extracellulaire en 3 
dimensions, Rac1 favorise une morphologie mésenchymale alors que RhoA et Cdc42 induisent une 
morphologie amœboïde. Ces différents types de morphologies affectent le mode d’invasion. RhoA et 
Cdc42 stimulent la migration dite amœboïde de cellules isolées et leur survie dans le flux sanguin au 
cours de la dissémination métastatique alors que Rac1 favorise un mode d’invasion collective associée 
à une digestion de la matrice extracellulaire (Figure 40B).  
 
Si la régulation du cytosquelette d’actine est la fonction initialement identifiée, de nombreuses 
autres fonctions ont été découvertes dépendantes ou non du cytosquelette. Les RhoGTPases sont 
notamment capables de réguler la transcription, le cycle cellulaire, la prolifération, la survie et le trafic 
vésiculaire dont l’endocytose.  
Les RhoGTPases sont impliquées dans plusieurs pathologies et en particulier dans les cancers. 
A la différence des protéines Ras, les protéines Rho sont très rarement mutées dans les cancers, seules 
RhoH et plus récemment Rac1 ont été retrouvées mutées (voir partie III-C-2-b pour Rac1). Cependant 
leur expression et/ou leur activité est très souvent dérégulée et notamment augmentée dans les 
cancers (Tableau 5). A l’exception de RhoB, présentée en détail partie III-B, la majorité de RhoGTPases 
sont surexprimées ou suractivées dans les cancers et semblent donc avoir un rôle pro-tumoral. Ces 
dérégulations peuvent être conséquentes à des altérations géniques de leurs régulateurs. Par 
exemple, une mutation activatrice de Tiam1, une GEF de Rac1, a été identifiée (Engers et al., 2000) 
ainsi qu’une fusion de la GEF LARG avec MLL conduisant à l’activation de RhoA ou des délétions 
homozygotes de DLC-1, GAP de RhoA, RhoB, RhoC et Cdc42, sont également décrites (Kourlas et al., 
2000). 
Au niveau moléculaire, le rôle des différentes RhoGTPases a été extensivement étudié, en 
particulier celui de RhoA, Cdc42 et Rac1 et résumé dans de nombreuses revues. Nous nous 
concentrerons par la suite sur l’implication des RhoGTPases plus spécifiquement dans le mélanome. 
 









Cancer du poumon 










Tête et cou 
Vessie 







Hyperactivé Leucémie myeloïde chronique 
Epissage alternatif (Rac1b) Colorectal 
Muté Mélanome 
Rac2 
Surexprimé Peau Tête et cou 
Hyperactivé Leucémie myeloïde chronique 
Rac3 Surexprimé ou Hyperactivé Sein 
Cdc42 Surexprimé Sein Testicule 
Rnd1 Surexprimé Sein 
Rnd3/RhoE 
Surexprimé Poumon Pancréas 
Sous-exprimé Prostate 
RhoH Sous-exprimé Muté 
Leucémie 
Lymphome 
Tableau 5 : Altérations des RhoGTPases dans les cancers 




2 - Implication dans la mélanomagenèse 
Les mélanomes sont caractérisés par un très fort pouvoir métastatique qui serait issu de la 
conjonction de 2 caractéristiques des cellules de mélanome d’une part leurs capacités migratoires et 
invasives importantes et d’autre part leur plasticité, c’est-à-dire leur capacité à s’adapter et à survivre 
dans différents environnements. En l’occurrence, les cellules de mélanome ont des capacités de survie 
relativement exceptionnelles (elles sont radio et chimio-résistantes) et sont capables de s’implanter 
dans de nombreux sites métastatiques. Ces 2 caractéristiques pourraient être liées à l’origine 
embryonnaire des mélanocytes, les cellules de la crête neurale étant dotées de capacités migratoires 
et capables de se différencier en de nombreux types cellulaires. 
En tant qu’interrupteurs moléculaires, les RhoGTPases sont capables d’intégrer différents 
signaux cellulaires et extracellulaires et de contrôler en retour de nombreux processus cellulaires et 
en particulier la carcinogenèse. Certaines d’entre elles ont été décrites pour participer à ce titre à la 
mélanomagenèse et à la réponse thérapeutique des mélanomes. 
 
a – RhoC 
Le rôle de RhoC dans le mélanome a été révélé en 2000 par un article de Clark et al. publié 
dans Nature. En effet, dans le but d’identifier des marqueurs d’agressivité impliqués dans le processus 
métastatique, une étude de transcriptomique a comparé l’expression de plus de 7000 gènes de lignées 
cellulaires parentales peu métastatiques avec celle des lignées correspondantes rendues hautement 
métastatiques (par passage successif dans la souris), RhoC faisait partie de la vingtaine de gènes ainsi 
identifiés. Il a également été montré que l’expression de RhoC dans les lignées parentales augmentait 
leurs capacités métastatiques tandis que son inhibition réduisait celle des lignées métastatiques 
générées (Clark et al., 2000). Le rôle clé de RhoC dans le processus métastatique a été confirmé par 
une autre étude (Hakem, 2005). De plus, cet effet semble être au moins en partie dépendant de la voie 
PI3K/AKT (Ruth et al., 2006). Enfin, il a été montré que l’expression de RhoC augmentait au cours de la 
progression tumorale dans des biopsies de tumeurs et que l’expression de RhoC était inversement 
corrélée à la survie des patients (Boone et al., 2009). 
 
b - Rac-1 
A la différence de leurs homologues Ras, les RhoGTPases sont rarement mutées dans les 
cancers, à 2 exceptions près (Rac1 et RhoH). En effet, une mutation de Rac1 conduisant à la 
substitution de la proline en position 29 par une sérine, a été récemment identifiée par 2 équipes dans 





mélanomes dans l’étude de Hodis et dans 9% dans celle de Krauthammer. De plus, alors qu’elle est 
absente des tissus sains, elle est retrouvée à la même fréquence dans les mélanomes primaires et 
métastatiques suggérant un rôle dans les étapes précoces de la mélanomagenèse. 
La proline 29 est localisée dans le switch I, domaine impliqué dans la liaison aux nucléotides et 
aux effecteurs. Sur la base de modélisations informatiques, Hodis et al. prédisent que cette mutation 
stabilise la forme active liée au GTP par rapport à la forme inactive. Krauthammer et al. confirment 
cela par des études biochimiques. De plus, ils montrent que l’expression de la protéine mutée dans 
des mélanocytes induit l’activation de la voie MAPK et augmente la prolifération et la migration.  
Par la suite, il a été montré que cette mutation augmente effectivement la quantité totale de 
Rac1-GTP dans la cellule. Mais, à la différence des mutations de Ras, la mutation de Rac1 ne 
s’accompagne pas d’une perte de l’activité GTPasique ou d’une liaison constitutive au GTP. 
L’augmentation de la forme activée est ici induite par une augmentation de la vitesse d’échange entre 
le GDP et le GTP (Davis et al., 2013). Le cycle entre la forme active et inactive pourrait en effet être 
important puisque à la différence de la protéine Rac1P29S, la protéine constitutivement active Rac1V12G, 
ne semble pas suffisante à induire des mélanomes chez le poisson zèbre. La GEF Tiam1, qui accélère 
l’échange GDP/GTP, est également retrouvée surexprimée dans les mélanomes humains et chez le 
poisson zèbre, corroborant l’hypothèse que c’est le cycle entre la forme inactive et active de Rac1 qui 
est important et non la forme constitutivement active (Dalton et al., 2013). Dans le même esprit, la 
GEF spécifique de Rac1, PREX2, a été retrouvée mutée dans 14% des mélanomes. L’expression des 
mutants favorise la tumorigenèse de mélanocytes immortalisés dans la souris Nude. Cependant, les 
conséquences biochimiques (i.e. : activité vis-à-vis de Rac1) n’ont pas été étudiées (Berger et al., 2012). 
 
De plus, Rac1 participe activement à la plasticité et à l’invasion des cellules de mélanome. En 
effet, les cellules de mélanome sont capables de rapidement basculer d’un mode de migration 
amœboïde vers un mode mésenchymal et vice versa en fonction du contexte extracellulaire. Cette 
plasticité s’accompagne d’une commutation de migration dépendante de RhoA et Cdc42 pour le mode 
amœboïde, vers une migration dépendante de Rac1 dans le mode mésenchymal (Sanz-Moreno et al., 
2008). L’activation de Rac1 est alors dépendante de NEDD9 et DOCK3 qui sont exprimés dans les 
mélanomes alors qu’ils sont normalement décrits pour n’être exprimés que dans les cellules neurales 
et leurs précurseurs (Figure 40B). L’expression de ces deux facteurs serait en lien avec l’origine 
embryonnaire des mélanocytes et la réactivation au cours de la mélanomagenèse de programmes de 






c - RhoJ 
RhoJ appartient avec RhoQ au groupe Cdc42, il était jusqu’à présent essentiellement connu 
pour son rôle dans la migration des cellules endothéliales et l’angiogenèse (Leszczynska et al., 2011). 
Deux articles de la même équipe ont récemment montré son rôle dans les mélanomes : 
- D’une part, RhoJ participerait à la chimio-résistance : RhoJ active PAK1 qui prévient alors 
l’activation de CHK1 et ATF2, effecteurs d’ATR, par ce dernier. Il en résulte une survie des 
cellules en présence de Cisplatine (Ho et al., 2012). De plus, cet article identifie également 
un rôle similaire de Rnd2 mais dont le mécanisme n’est pas élucidé. 
- D’autre part, l’expression de RhoJ dans les cellules de mélanome stimule également via 
son effecteur PAK1 à leurs capacités invasives et migratoires in vitro et in vivo (Ho et al., 
2013). 
 
d - Rnd3/RhoE 
Rnd3/RhoE appartient famille Rnd qui est caractérisée par l’absence d’activité GTPasique. Par 
conséquent, à la différence des autres protéines Rho, les protéines Rnd ne sont pas des commutateurs 
moléculaires. Elles sont régulées directement au niveau de leur expression et par phosphorylation pour 
Rnd3. 
Les protéines Rnd sont essentiellement connues pour leur rôle dans les cellules neurales, elles 
participent en effet à la croissance orientée des axones et des dendrites. De plus, Rnd1 est également 
exprimée dans le foie et Rnd2 dans les testicules. Au contraire, Rnd3 est exprimée de manière 
ubiquitaire mais à un faible niveau et plus fortement dans la prostate. Enfin, l’expression de Rnd3 est 
induite en réponse à l’activation de la voie MAPK, au PDGF, aux UVB et au Cisplatine, ce qui a conduit 
à la considérer comme un gène de réponse au stress (Chardin, 2006; Riento et al., 2005). 
Rnd3 est impliquée dans la migration cellulaire. Elle est induite par la voie MAPK, inactive RhoA 
en activant p190RhoGAP et en inhibant ROCK-I, effecteur de RhoA, par liaison directe. Cela conduit in 
fine à inhiber la formation des fibres de stress induites par RhoA et à favoriser la migration et l’invasion. 
Initialement montré dans des cellules MDCK, ce mécanisme est retrouvé dans les cellules de mélanome 
en réponse à la mutation activatrice de BRAF (Guasch et al., 1998; Hansen et al., 2000; Klein and Aplin, 
2009; Klein et al., 2008). 
De plus, Rnd3 serait également impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire et de l’apoptose. 
D’une part, elle est capable d’inhiber l’entrée en phase S, mécanisme partiellement prévenu par 
l’expression de cycline D1 et totalement par celle de Rb (Poch et al., 2007). D’autre part, Rnd3 protège 
de l’apoptose en réponse aux génotoxiques tels que les UVB et la Camptothécine (Boswell et al., 2006; 





De par son rôle pro-migratoire et anti-apoptotique, RhoE pourrait participer à la tumorigenèse. 
Il n’est toutefois pas à exclure que son rôle dépende du tissu. En effet, Rnd3 est retrouvée surexprimée 
dans les cancers du pancréas et bronchiques non à petites cellules. En revanche, il est sous-exprimé 
dans les cancers de la prostate (Chardin, 2006; Karlsson et al., 2009; Vega and Ridley, 2008). Dans le 
cas des mélanomes, Rnd3 semble promouvoir la carcinogenèse notamment via son induction par la 
voie MAPK. 
 
e – RhoA 
Les cellules de mélanome présentent de fortes capacités migratoires et sont extrêmement 
plastiques. Elles sont en particulier capables de migrer indifféremment selon un mode mésenchymal 
ou amœboïde en fonction du contexte extracellulaire. Ce dernier mode est notamment dépendant de 
RhoA (Sanz-Moreno et al., 2008). En conséquence, RhoA participerait à la plasticité de ce type 
cellulaire. En outre, RhoA participerait à la migration induite par la perte de p53 (Gadea et al., 2007). 
Enfin, il est suggéré que RhoA pourrait participer à la résistance au Vemurafenib. En effet, ce 
dernier, via l’inhibition de la voie MAPK, induit la perte d’expression de Rnd3/RhoE levant l’inactivation 
de RhoA. Cette activation de RhoA serait responsable de la migration et de l’invasion résiduelle sous 
Vemurafenib (Klein and Higgins, 2011). Cependant dans cet article le taux d’activation de RhoA n’a pas 
été mesuré. 
 
B - La GTPase RhoB 
1 – Généralités 
La protéine RhoB est codée par le gène correspondant localisé sur chromosome 2 et ayant la 
particularité de ne pas contenir d’intron.  
Au niveau structural, RhoB est extrêmement proche de ses homologues puisqu’elle présente 
respectivement 83 et 85% d’homologie de séquence avec RhoA et RhoC, les différences se situant 
essentiellement dans la région hypervariable C-terminale. Il existe en particulier une différence 
majeure au niveau de la séquence CAAX impliquée dans la prénylation des petites GTPases. En effet, 
alors que RhoA et RhoC sont uniquement géranyl-géranylées, RhoB est également farnésylée (Baron 
et al., 2000). Ceci pourrait participer à la non-redondance de ces protéines via une localisation 
subcellulaire différente. Alors que RhoA et RhoC sont majoritairement associées à la membrane 
plasmique, RhoB est retrouvée à la membrane plasmique mais également au niveau des endosomes 
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Figure 41 : Séquence du promoteur de RhoB 
Les principaux sites putatifs de régulation identifiés par bio-informatique sont indiqués le 
long de la séquence ainsi que le positionnement des différentes constructions qui seront 





Par ailleurs, RhoB présente certaines différences notables par rapport à ses homologues 
notamment dans les cancers : alors que RhoA et RhoC sont retrouvées surexprimées dans de nombreux 
cancers (Tableau 5), RhoB est sous-exprimée et jouerait un rôle de suppresseur de tumeurs et/ou de 
métastases (voir partie III-B-4). De plus, à la différence de ses homologues, RHOB est un gène de 
réponse précoce. En effet, les protéines RhoA et C ainsi que leurs messagers ont des demi-vies 
relativement longues (> 24 h) et leur expression est stable, ces derniers sont essentiellement régulés 
au niveau de leur activité. Au contraire, la protéine et le messager de RhoB ont une demi-vie courte, 
environ 1 h, et leur expression (synthèse et dégradation) est fortement régulée. 
 
2 – Régulation 
En tant que gène de réponse précoce, l’expression de RHOB est modifiée à différents niveaux 
et par de très nombreux facteurs tels que les facteurs de croissance (sérum, EGF, PDGF), les hormones 
(glucocorticoïdes, androgènes, œstrogènes), les différents stress physiques (UVB, chaleur) ou les 
génotoxiques (rayonnements ionisants, cytotoxiques (5-FU)…)…Les différents niveaux de régulation de 
RhoB seront dans un premier temps détaillés, puis les fonctions de RhoB seront abordées dans la partie 
suivante. 
 
a – Activité transcriptionnelle du promoteur 
Le promoteur du gène RhoB présente 97% d’homologie avec celui de la souris et du rat. Il 
possède deux séquences CCAAT (la première dans le sens de lecture et la deuxième inversée, appelée 
en conséquence iCCAAT pour CCAAT inversée), 2 boites TATA, des séquences répétées en tandem 
(VNTR) ainsi que d’autres sites identifiés par bio-informatique : NF Y, AP2, SP1 et NF-κB (Figure 
41)(Tovar et al., 2003). 
 
i - Activation par les facteurs de croissance 
Les facteurs de croissance et les cytokines tels que l’EGF, le sérum, le TGFβ et le PDGF induisent 
l’expression de RhoB au moins en partie via une activation transcriptionnelle directe (souvent plusieurs 
mécanismes conduisent de manière concomitante et/ou successive à l’induction de RhoB). Ceci a été 
montré initialement en utilisant l’Actinomycine D et la Cycloheximide : d’une part l’Actinomycine D, 
un inhibiteur de transcription prévient l’induction du messager de RhoB par ces facteurs montrant que 
cette augmentation est liée à une augmentation de la synthèse du messager et d’autre part, la 
Cycloheximide n’altère pas cette induction montrant que la synthèse d’aucune protéine intermédiaire 
Figure 42 : Mécanisme de régulation transcriptionnelle de RhoB sous stress 
A l’état basal, HDAC1 est fixée sur le promoteur de RhoB et maintient son expression 
faible. Les facteurs NF-Y et ATF2 sont associés entre eux mais pas sur le promoteur 
Sous stress, suite à l’activation de p38 ou de JNK, la protéine c-Jun est activée et forme un 
complexe tripartite avec NF-YA et pATF2. Ce complexe se fixe au niveau de la iCCAAT 
superposée avec le site NF-Y. Ceci provoque le décrochage de HDAC1 de la iCCAAT et 




n’est nécessaire (Fritz et al., 1995; Jähner and Hunter, 1991). Des essais luciférases mesurant l’activité 
du promoteur ont ultérieurement confirmés ces résutats. 
Le mécanisme précis conduisant à cette augmentation par les facteurs de croissance n’a été 
investigué que pour le TGFβ. Le promoteur de RhoB est activé par liaison directe de Smad 3 sur la 
iCCAAT ou sur un site superposé. L’activation de la voie MAPK et la présence de p53 serait nécessaire 
à ce processus mais le mécanisme exact n’a pas été déterminé (Vasilaki et al., 2010). 
 
ii - Activation par le stress et les thérapies anti-cancéreuses 
L’activité du promoteur de RhoB est également induite par une variété de stress génotoxiques 
ou non tels que la chaleur, les UV, les radiations ionisantes, le 5-FU, les agents alkylants (Ahn et al., 
2011; Canguilhem et al., 2005; Fritz and Kaina, 2000, 2001; Jiang et al., 2004a; Kim et al., 2010a, 2010b; 
Li et al., 2011). 
Au niveau mécanistique, il semblerait que ces différents stress induisent l’activation de c-Jun, 
qui induirait le décrochage de l’Histone DeACétylase 1 (HDAC1) via l’iCCAAT du promoteur de RhoB. 
Initialement les travaux de Fritz montraient que l’induction de RhoB sous UV était dépendante de la 
iCCAAT, d’ATF-2, de NF-YA et d’un 3ième facteur non identifié (Fritz and Kaina, 2001). Par la suite il a 
été montré que HDAC1 réprimait l’expression de RhoB via cette même iCCAAT (Wang et al., 2003). 
Enfin, il a été montré qu’en réponse aux UV, ATF-2 et c-Jun se fixaient au niveau de la iCCAAT et/ou de 
la CCAAT, induisant le décrochage de HDAC1 au profit de P300 (Ahn et al., 2011). Par ailleurs, il a été 
rapporté que selon le stress, l’activation de c-Jun serait dépendante de p38 (UV et chaleur) ou de JNK 
(radiations ionisantes, agents alkylants et le NSC12618 dont le mécanisme d’action est inconnu)(Kim 
et al., 2011, 2010a, 2010b; Li et al., 2011).  
 
D’après, l’analyse des différentes publications, je proposerais le mécanisme suivant : 
En réponse au stress, via l’activation de p38, de JNK ou d’autres voies, c-Jun et ATF-2 sont activés. Le 
complexe tripartite c-Jun, ATF-2 et NF-Y se fixe alors sur le promoteur de RhoB au niveau de la CCAAT 
et/ou de la iCCAAT. Ceci induit le décrochage de HDAC1 de la iCCAAT, permettant alors la fixation de 
P300 essentiellement au niveau de la CCAAT. Ceci induirait à la fois la levée de la répression par HDAC1 
et l’augmentation d’activité du promoteur (Figure 42).  
Nous verrons par la suite que ce travail doctoral a permis de mettre en évidence la régulation de RhoB 
dans les cellules de mélanome en réponse aux inhibiteurs de la voie MAPK vraisemblablement par un 






Il est à noter qu’il a été montré que la stimulation de l’activité du promoteur de RhoB par les 
UV est également dépendante de l’EGF suggérant que l’EGF pourrait agir par le même mécanisme 
(Canguilhem et al., 2005). 
De plus, les inhibiteurs de Farnésyl Transférase (FTI) et de Géranyl-Géranyl Transférase (GGTI) 
sont également capables, outre leur rôle sur les modifications post-traductionnelles de RhoB, de 
modifier son expression via son promoteur. Ces inhibiteurs ont initialement été développés afin 
d’inhiber les protéines Ras en prévenant leur localisation à la membrane plasmique (voir partie II-B-3-
b-i), cependant les FTases et les GGTases ayant de nombreuses cibles, ces inhibiteurs altèrent les 
modifications post-traductionnelles et la localisation de nombreuses protéines. RhoB serait une cible 
double de ces inhibiteurs puisqu’ils modifient sa prénylation et son expression. Le mécanisme 
induisant l’expression de RhoB n’est à ce jour pas élucidé il pourrait être conséquent à l’inhibition de 
Ras et/ou de RhoA qui exercent un contrôle sur l’expression de RhoB. Les données disponibles 
décrivent, comme pour les stress présentés ci-dessus, un décrochage de HDAC1 du promoteur de RhoB 
au profit de l’HAT, P300 en réponses aux FTI et GGTI (Delarue et al., 2007).  
 
iv - Inhibition par les oncogènes 
L’expression d’oncogènes tels que Ras, EGFR, HER2 (via Ras pour EGFR et HER2) induit la perte 
d’expression de RhoB par une diminution de l’activité du promoteur de RhoB via un mécanisme 
dépendant d’AKT, le mécanisme exact et la région du promoteur impliqués n’ayant pas été élucidés 
(Bousquet et al., 2009; Jiang et al., 2004a, 2004b). 
Nous remarquerons que l’activation ponctuelle ou constitutive des oncogènes a un effet 
opposé : alors que le traitement par l’EGF induit l’expression de RhoB, l’expression constitutive de 
l’EGFR inhibe cette dernière.  
 
v – Les polymorphismes 
L’expression de RhoB pourrait également être modulée d’un individu à l’autre par la présence 
de polymorphismes.  
En effet, le promoteur de RhoB contient des régions répétées en tandem (VNTR) dont le 
nombre varie d’un individu à l’autre. Cependant le lien entre le nombre de répétitions et l’expression 
n’est pas clairement établi. Il a été montré que la présence de ces répétitions diminuait l’activité du 
promoteur mais que cette dernière ne semblait pas être influencée par leur nombre (des répétitions 
au nombre de 8, 9 ou 11 avait un effet équivalent)(Tovar et al., 2003). Au contraire, Mahr et al. 





en a que 8. Ceci n’est toutefois retrouvé que dans un des 2 types cellulaires testés (Mahr and Müller-
Hilke, 2007). 
Des polymorphismes touchant un seul nucléotide (SNP) ont également été décrits. Deux SNPs 
ont en particulier été identifiés dans le promoteur de RhoB, rs585017 et rs2602160, localisés 
respectivement à -165 et -1285. Le rs585017 a été identifié par plusieurs équipes et serait un facteur 
de susceptibilité à l’arthrose du genou (Loughlin et al., 2007; Mahr et al., 2006; Shi et al., 2008). Les 
travaux de Mahr et al. ont montré que RhoB était plus fortement exprimé chez les malades que chez 
les sujets sains et que l’altération conjointe des rs585017 et rs2602160 augmentait l’activité du 
promoteur de RhoB (Mahr and Müller-Hilke, 2007), suggérant le SNP rs585017 associé à cette 
pathologie augmenterait l’activité du promoteur de RhoB. 
 
vi – Facteurs épigénétiques : HDAC1 
Outre, la réponse au stress, l’expression de RhoB est également régulée de manière tissu-
spécifique, au cours du vieillissement et dans les tumeurs (Mazieres et al., 2004; Wang et al., 2003). 
(détaillé partie III-B-4-a). 
La méthylation des promoteurs au niveau d’ilôts CpG est un mécanisme largement répandu de 
contrôle de l’expression des gènes. Malgré la présence d’ilôts CpG sur le promoteur de RhoB aucune 
méthylation n’a pu être mise en évidence (Mazières et al., 2007; Yoon et al., 2007). 
En revanche, la déacétylation des histones, en particulier par HDAC1, semble être un 
mécanisme prépondérant de contrôle de l’expression de RhoB dans les tumeurs et au cours du 
vieillissement (Mazières et al., 2007; Wang et al., 2003; Yoon et al., 2007). Cependant, il existe des 
divergences selon les articles concernant la région du promoteur impliquée dans ce mécanisme. En 
effet, alors que l’article de Wang et al. montre que l’iCCAAT qui est impliquée dans l’extinction de 
l’expression de RhoB dans des lignées de cancers pulmonaires, celui de Mazières et al. montre que 
l’ablation de la région VNTR compromet complètement ce mécanisme. 
 
b - Stabilité de l’ARNm 
Outre l’activation du promoteur, une augmentation de la quantité d’ARNm peut également 
être conséquente à la stabilisation de ce dernier. En effet, les UV, l’EGF, les glucocorticoïdes, la chaleur 
et la Camptothécine augmentent la demi-vie de l’ARNm de RhoB (Canguilhem et al., 2005; Chen et al., 
2006; Li et al., 2011; Malcolm et al., 2003; Mamouni et al., submitted; Westmark et al., 2004) 
L’article de Westmack et al. propose une implication de la protéine HuR dans ce mécanisme. 
En effet, sous UV, la protéine HuR transloque dans le cytoplasme serait capable de se lier à la région 
3’UTR du messager de RhoB et ainsi de le stabiliser (Westmark et al., 2004). 
Figure 43 : Régulation de l’expression de RhoB par les miARNs 
A : Synthèse, maturation et fonctionnement des miARNs.  
(D’après He, 2004) 
 
B : Sites putatifs de fixation des miARNs sur le 3’UTR de l’ARNm RhoB. 
Les miRNA dont le rôle a été démontré sont encadrés en rouge. 







c – Les miARN 
Les miARNs ou microARNs sont de petits ARNs (21 à 24 nucléotides). Ils sont transcrits à partir 
de régions introniques ou non codantes sous forme d’un pri-miARN excisé par Drosha puis exporté 
dans le cytoplasme où les duplex sont alors dissociés par Dicer. Le miARN ainsi maturé s’hybride plus 
ou moins parfaitement sur ses ARNm cibles (Figure 43A). Chez les métazoaires, l’hybridation se fait le 
plus souvent au niveau de la région 3’UTR et conduit à une répression de la traduction et/ou à une 
dégradation de l’ARNm cible. Une hybridation au niveau du 5’UTR, bien que plus rare, est également 
décrite et généralement associée à une augmentation de la traduction (Esteller, 2011; Pasquinelli, 
2012). Le messager de RhoB comporte une région 3’UTR relativement longue sur laquelle il existe 
plusieurs sites putatifs de liaison aux miARNs (Figure 43B). 
En outre, l’expression de nombreux miARN est altérée dans les cancers, certains d’entre eux 
sont surexprimés et participent activement à l’oncogenèse via la modulation de plusieurs de leurs 
cibles. Ils sont appelés Oncomir. 
 
i - miR-21 
Au cours de 3 dernières années, plusieurs articles ont clairement démontré la régulation de 
l’expression de RhoB par miR-21. Effectivement, l’expression de miR-21 réduit l’expression de l’ARNm 
et de la protéine RhoB alors qu’un inhibiteur de miR-21 les augmente. L’effet de miR-21 sur RhoB ferait 
partie intégrante du statut d’Oncomir de miR-21 (Connolly et al., 2010; Liu et al., 2011; Ng et al., 2012; 
Sabatel et al., 2011).  
 
ii - miR-223 
Le miR-223 est capable via 2 sites de fixation dans le 3’UTR de diminuer l’expression de l’ARNm 
de RhoB (Rangrez et al., 2012; Sun et al., 2009). 
 
iv – miR-19 
Il a été montré au laboratoire que miR-19 coopère avec HuR pour réguler l’activité 
traductionnelle de l’ARNm de RhoB. En effet, à l’état basal, miR-19 et HuR sont fixés sur 3’UTR de RhoB 
et maintiennent une expression faible de ce dernier. En réponse aux UV, miR-19 et HuR se détachent 
de l’ARNm de RhoB, par un mécanisme non élucidé, ce qui permet d’augmenter la traduction de cet 
ARNm et ainsi d’augmenter son expression en dépit de l’inhibition de traduction induite par les UV 






d - Stabilité de la protéine 
Le contrôle de la stabilité de la protéine pourrait également participer à la régulation de RhoB.  
Il a été initialement décrit que, en réponse au TGFβ, la protéine RhoB était stabilisée dans des 
cellules Mv1Lu (fibroblaste de poumon de vison) (Engel, 1998). 
De plus, la déplétion de RhoA ou de RhoC augmente l’expression protéique de RhoB. Ceci serait 
lié à une compétition entre les 3 homologues pour la liaison à RhoGDI-1. Lorsque les 3 homologues 
sont présents, la fraction de RhoB liée à RhoGDI-1 est minime et la protéine RhoB est rapidement 
dégradée. En l’absence de RhoA et/ou RhoC, une plus grande fraction de RhoB est liée à RhoGDI-1 
prévenant sa dégradation, augmentant sa demi-vie et conduisant à son accumulation (Ho et al., 2008).  
 
e – Modifications post-traductionnelles 
i - Isoprénylation 
Les protéines de la superfamille Ras comportent généralement une séquence CAAX C-
terminale impliquée dans leur prénylation et leur ancrage à la membrane. Alors que RhoA et RhoC sont 
exclusivement géranyl-géranylées, la séquence CKVL de RhoB lui permet d’être aussi bien géranyl-
géranylée (RhoB-GG) que farnésylée (RhoB-F)(Baron et al., 2000). 
Le rôle différentiel de RhoB-F et RhoB-GG a été étudié par surexpression de formes mutées sur 
la boîte CAAX étant uniquement farnésylée ou géranyl-géranylée. Les 2 formes auraient des 
localisations cellulaires différentes, alors que Rho-GG est retrouvée au niveau des endosomes, RhoB-
F est à la membrane plasmique (Milia et al., 2005; Wherlock, 2004). Ces 2 formes auraient également 
comme nous le verrons par la suite des fonctions différentes en particulier dans la régulation de la 
balance apoptose/survie (voir partie III-C). 
 
ii - Palmitoylation 
L’ancrage membranaire des protéines Rho nécessite, en plus de la prénylation, soit une 
palmitoylation soit la présence d’une région polybasique C-terminale. Alors que RhoA et RhoC 
possèdent une telle région, RhoB est palmitoylée sur 2 cystéines situées en position 189 et 192 juste 
en amont de la cystéine prénylée en position 193. Cette palmitoylation joue un rôle crucial dans la 
localisation et la fonction de RhoB (Michaelson et al., 2001; Wang, 2005). 
 
iii - Phosphorylation 
Il a été décrit au laboratoire que RhoB pouvait être phosphorylée en position S185 par la 
Caséine Kinase 1 (CK1). Cette phosphorylation augmente la fraction liée au GDP et interfère avec les 
fonctions de RhoB sur le cytosquelette d’actine et le trafic de l’EGFR (Tillement et al., 2008). 
Effecteur Spécifité Fonctions Références 
ROCK-I et II RhoA, B et C Contraction cellulaire via le système Acto-Myosine Narumiya, 2009 
mDia1 RhoA, B, C Polymérisation linéaire des filaments 
d’actine 
Stabilisation des microtubules 
Narumiya, 2009 
Ridley, 2013 mDia2 et 3 RhoA, B, C Cdc42, Rac1 
PKN (PRK1 et 
PRK2) RhoB 
Recrutement aux endosomes 





p76RBE RhoB Recrutement aux endosomes 
Mircescu, 2002 
Wheeler, 2004  
Steuve, 2006 
Citron Kinase RhoA et C RhoB Cytokinèse 
Sahai, 2002 
Madaule, 1995 
MAP1A/LC2 RhoB Trafic de l’EGFR Lajoie-Mazenc, 2008 
PDK1 RhoB Recrutement aux endosomes Flynn, 2000 
DB1 RhoB Facteur de transcription Lebowitz and Prendergast, 1998 
FMNL2 et 3 RhoC Kitzing, 2010 Ridley, 2013 
Daam1 RhoA, C et Cdc42 Higashi et al., 2008 
TNFAIP1 RhoB Apoptose induite par le TNFα  Kim et al., 2009 
PP2A RhoB Lee et al., 2007 




f - Activité de la protéine 
Outre leur action sur l’expression totale de RhoB, la majorité des stress décrits dans les 
paragraphes précédents pour augmenter l’expression de RhoB induisent également une augmentation 
de la fraction active. C’est notamment le cas des UV, de l’EGF, de la Camptothécine ou du TGFβ 
(Canguilhem et al., 2005; Mamouni et al., submitted; Vardouli et al., 2008). L’hypoxie induit également 
une activation de RhoB (Skuli et al., 2006). 
Si la régulation de l’activité des RhoGTPases dont RhoB par les GEF, les GAP et le GDI est décrite 
in vitro et in vivo, peu d’études ont essayé de déterminer quel régulateur était spécifiquement impliqué 
en réponse à chacun des stress cités. La GEF Vav2 serait impliqué dans l’activation de RhoB par le TGFβ, 
l’EGF et le LPA (Gampel and Mellor, 2002; Papadimitriou et al., 2011).  
Dans un tel contexte, seule une description succincte des régulateurs connus de RhoB suit. Du 
fait de la forte homologie au sein des protéines Rho, les régulateurs semblent peu spécifiques au moins 
in vitro. In cellulo, une plus grande spécificité pourrait être conséquente aux différences de 
localisations subcellulaires des protéines Rho et des régulateurs. 
 
i - GEF de RhoB : 
A ce jour, XPLN, Vav2, GEF10, Net-1 et Ect-2 ont été décrites pour être capables de réguler 
RhoB : 
- XLPN, également appelée ArhGEF3, a été décrite pour être spécifique de RhoA et RhoB, elle 
n’aurait aucune activité sur RhoC, Rac1 et Cdc42 (Arthur, 2002). 
- Vav2 est une RhoGEF peu spécifique puisqu’elle aussi bien capable in vitro d’activer RhoA, 
RhoB, RhoC, Cdc42, Rac1 ou RhoG (Arthur, 2002). Vav2 a été impliquée dans l’activation de RhoB en 
réponse à l’EGF et au TGFβ (Papadimitriou et al., 2011; Srougi and Burridge, 2011). 
- GEF10/ARHGEF10 est une protéine relativement peu étudiée elle est capable in vitro 
d’activer RhoA, B et C mais son activité serait prédominante pour RhoB (Mohl et al., 2006). 
- Un article de Srougi a montré que Ect-2 et Net-1 sont capables d’activer RhoB en réponse aux 
dommages à l’ADN (Srougi and Burridge, 2011). 
 
ii - GAP 
Peu de travaux se sont intéressés aux RhoGAPs de RhoB. Seules 2 GAPs, DLC-1 et p190RhoGAP, 
communes avec RhoA et C, sont décrites dans la littérature pour réguler RhoB (Kim et al., 2009b; 
Kusama et al., 2006; Liao and Lo, 2008). 
 










pulmonaires Bousquet, 2009 
Cellules 
endothéliales Sabatel, 2011 
Cellules 
d’hépatocarcinome Connolly, 2010 
Cellules musculaire 
lisse Glucose Chen, 2006 
NIH-3T3/Ras et 
cellules de prostate Jiang, 2004 
Macrophage Wheeler, 2007 
Cellules de cancer 
gastrique Zhou, 2011 
+ 
Cellules de cancers 
prostate et de sein uPAR Alfano, 2012 
Macrophage PDGF Huang, 2011 
HaCaT TGFβ Vasilaki, 2010 
Prostate Yoneda, 2010 




iii - GDI 
Chez l’Homme, 3 RhoGDI, RhoGDI-1, 2 et 3, sont décrites (Garcia-Mata et al., 2011). Des 
publications montrent que RhoGDI-1, initialement dénommée RhoB p20 GDI, et RhoGDI-3 
interagiraient avec RhoB (Isomura et al., 1991; Michaelson et al., 2001; Zalcman et al., 1996). 
Cependant dans les 2 cas, ces résultats ont été contredits (Bilodeau et al., 1999; Brunet et al., 2002). 
 
3 - Signalisation et rôles cellulaires de RhoB 
a - Les effecteurs 
Il n’existe pas de domaines conservés permettant d’identifier les effecteurs des protéines Rho 
d’après leur séquence. Ils ont été identifiés par chromatographie d’affinité ou double-hybride. Ces 
effecteurs interagissant au niveau des switch I et II qui présentent une très forte homologie au sein de 
la famille Rho, nombre d’entre eux sont communs à plusieurs groupes de la famille Rho. La nature de 
l’acide aminé en position 40, acide glutamique pour le groupe RhoA versus acide aspartique pour les 
groupe Cdc42 et Rac, jouerait un rôle dans leur distinction par les effecteurs (Bishop and Hall, 2000). 
Au sein de la sous-famille Rho, la spécificité des effecteurs est mal caractérisée. Les différences 
de fonctions entre RhoB et ses homologues pourraient être liées d’une part à la substitution entre une 
glutamine et un acide glutamique en position 209 et d’autre part aux différences de localisations 
subcellulaires. A titre d’exemple, PKN est capable in vitro d’interagir avec les 3 homologues alors qu’in 
cellulo seul RhoB co-localise avec PKN (Wheeler and Ridley, 2004). 
 Les principaux effecteurs décrits pour RhoB ainsi que leurs fonctions sont mentionnés dans le 
tableau 6. 
 
b - Fonctions cellulaires 
i - Cytosquelette d’actine 
La régulation du cytosquelette d’actine est une des caractéristiques communes à la majeure 
partie des membres de la famille Rho. Au sein du groupe RhoA, les 3 homologues sont redondants et 
leur surexpression induit, via l’activation de ROCK, la formation de fibres de stress. Les formes 
farnésylées ou géranyl-géranylées de RhoB semblent pareillement impliquées (Allal et al., 2002). 
 
ii - Trafic cellulaire 
Du fait de sa localisation aux endosomes, RhoB participe de manière prépondérante au trafic 





de l’EGFR mais également à celui d’AKT, de PDGFR, de SRC, de CXCR2, de la transferrine et des IgA 
(Adini, 2003; Gampel et al., 1999; Huang et al., 2007; Neel et al., 2007; Rondanino et al., 2007). 
 
iii - Cycle cellulaire 
RhoB semble participer au contrôle de la transition G1/S. Effectivement, l’expression de RhoB 
est régulée au cours du cycle cellulaire. Elle est en particulier stimulée lors de la transition G1/S et 
atteint un pic en phase S (Zalcman et al., 1995). D’autre part, alors que les GGTIs induisent un arrêt du 
cycle en G1, ce dernier est contrecarré par l’expression de RhoB-F (Allal et al., 2002). De plus, RhoB 
induit l’expression de p21WAF confirmant l’implication de RhoB dans cette transition. 
 
iv - Transcription 
RhoB participe également à la modulation de l’expression de plusieurs gènes.  
Tout d’abord, il participe à la transcription induite en réponse au sérum. Cette fonction serait 
dépendante de PRK et indépendante de la prénylation (Lebowitz, 1997; Zeng et al., 2003). 
De plus, RhoB réprime l’expression du récepteur II du TGFβ, TβR-II, via le site AP-1 de son promoteur 
(Adnane, 2001). L’expression de l’interleukine 3 (IL-3) est également réprimée par RhoB, son 
interaction avec DB-1 induirait la perte d’activité transcriptionnelle de ce dernier (Lebowitz and 
Prendergast, 1998). 
Ensuite, RhoB pourrait induire l’expression de p21WAF. Cet effet n’est cependant pas 
systématiquement retrouvé en fonction du type cellulaire (Allal et al., 2002; Du et al., 1999).  
Enfin, RhoB régule l’activité transcriptionnelle de NF-κB sur ses cibles (voir partie III-C-2-b). 
 
v – Adhérence/migration 
RhoB participe aux capacités de migration et d’invasion cellulaire, cependant selon les 
publications un rôle pro-migratoire ou au contraire anti-migratoire lui est attribué (Tableau 7). 
L’activité de RhoB sur la migration pourrait dépendre du type cellulaire et surtout du mécanisme 
induisant la migration. 
En revanche, il apparaît clairement que l’expression de RhoB modifie les capacités d’adhésion 
de cellules et en particulier l’expression des intégrines. Plusieurs publications ainsi que des travaux du 
laboratoire ont montré que la perte d’expression de RhoB diminue l’expression de l’intégrine β1 
(Bousquet et al., in preparation; Liu et al., 2001b; Vega et al., 2012). De manière surprenante ce 
mécanisme semble indépendant de l'effet de RhoB sur la migration. En effet, il est observé aussi bien 





dans des cellules pulmonaires dans lesquelles la perte d’expression de RhoB augmente au contraire la 
migration (Bousquet et al., in preparation; Vega et al., 2012). 
 
vi - Réponse au stress: 
Comme nous l’avons vu précédemment (partie III-B-2), l’expression de RhoB est induite en 
réponse aux stress, RhoB joue alors un rôle clé dans la réponse à ce stress et en particulier dans le 
contrôle de la balance apoptose/survie (voir partie III-C). 
 
vii - Embryogenèse 
Enfin, RhoB joue un rôle crucial dans la biologie des mélanocytes puisqu’au cours de 
l’embryogenèse, RhoB est strictement nécessaire à la migration et donc la différenciation des cellules 
de la crête neurale (Henderson et al., 2000; Liu and Jessell, 1998). 
 
4 - Oncogenèse: 
Initialement les travaux de Prendergast suggéraient un rôle pro-tumoral de RhoB (Lebowitz, 
1997). Longtemps controversé, il est admis à ce jour que RHOB est plutôt un gène suppresseur de 
tumeurs et /ou de métastases (Huang and Prendergast, 2006). 
 
a - Expression dans les tumeurs 
Montrée sur des lignées cellulaires par microarray (Wang et al., 2003), puis confirmée sur des 
biopsies, l’expression de RhoB est très fréquemment diminuée dans les tumeurs dans de nombreux 
cancers tels que les cancers du poumon (Mazieres et al., 2004; Sato et al., 2007), gastriques (Zhou et 
al., 2011), de la tête et du cou ((Adnane et al., 2002), de la vessie (Kamai et al., 2003; Volanis et al., 
2011), du sein hormonaux indépendants (Médale-Giamarchi et al., 2013) et les glioblastomes (Forget 
et al., 2002). 
Les mécanismes conduisant à cette perte d’expression sont encore mal caractérisés. Ils 
pourraient notamment faire intervenir les mécanismes décrits plus haut (partie III-B-2-a-vi et III-B-2-c) 
impliquant HDAC1 et les miARNs ciblant RhoB. De plus, des délétions du chromosome 2 affectant 
RHOB ont également été décrites dans les cancers pulmonaires (Sato et al., 2007). Dans cette étude, 







b – Mécanismes conduisant à l’oncogenèse 
Par la suite, de nombreux travaux ont visé à déterminer la fonction de cette perte d’expression 
dans l’oncogenèse. Les différentes caractéristiques tumorales dans lesquelles RhoB intervient sont 
développées ci-dessous. 
 
i - Prolifération cellulaire 
 Tout d’abord, l’effet de RhoB sur la prolifération semble variable en fonction des lignées 
cellulaires. 
 La surexpression de RhoB induit une diminution de la prolifération des fibroblastes murins NIH-
3T3 transformées par Ras (Jiang et al., 2004a), les cellules de cancers humains pulmonaires A549 (Jiang 
et al., 2004a; Mazieres et al., 2004), gastriques (Zhou et al., 2011), ovariens (Couderc et al., 2008) et 
thyroïdiens (Marlow et al., 2010). De la même manière, Liu et al. observent une prolifération plus 
importante des MEFs (Fibroblastes embryonnaires murins) RHOB-/- transformés par Ras et E1A (Liu et 
al., 2001b). 
 Cet effet pourrait dépendre de la présence de Ras puisqu’il n’est pas retrouvé dans les cellules 
NIH-3T3 non transformées ni dans les cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B (Bousquet et al., 2009; 
Mazières et al., 2005). De plus, il serait induit pour la forme sauvage et géranyl-géranylée mais la forme 
farnésylée stimulerait au contraire la prolifération (Mazières et al., 2005).  
 
ii - Transformation 
L’activité de RhoB sur la transformation a été évaluée selon les articles de 2 manières soit par 
la formation de colonies après un très faible ensemencement soit par la capacité à proliférer et à 
former des colonies en absence d’ancrage lorsque les cellules sont ensemencées sur de l’agar mou. 
Le premier modèle a permis de montrer que la ré-expression de RhoB diminue les capacités à 
former de colonies des cellules tumorales A549 ainsi que celles des cellules NIH-3T3 transformées par 
Ras, EGFR, ERBB2 ou SRC (Jiang et al., 2004a; Mazieres et al., 2004). 
Concernant le rôle respectif des formes farnésylées et géranyl-géranylées, les publications sont 
contradictoires. En effet, Chen et al. avaient initialement montré sur un panel de lignées cellulaires 
tumorales humaines (Panc-1, Hela, C-33A, Saos-2) que l’expression de RhoB sauvage, farnésylée ou 
géranygéranylée prévenait de manière équivalente la transformation à l’aide des 2 modèles présentés 
ci-dessus (Chen et al., 2000). Au contraire, il a été montré au laboratoire que la forme farnésylée 






iv – Adhésion/Migration/Invasion 
RhoB influence les capacités d’adhésion, de migration et d’invasion cellulaire et participe à ce 
titre à la progression tumorale. Cela a en particulier été montré au laboratoire dans un modèle de 
cellules pulmonaires en culture et chez l’animal (Bousquet et al., 2009). 
 
v - Instabilité génomique 
Au sein des tumeurs, la perte de RhoB pourrait participer à l’instabilité génomique. En effet, il 
a été montré au laboratoire que RhoB participait in cellulo à la réponse et à la réparation des 
dommages à l’ADN (Mamouni et al., submitted). Ces résultats semblent pertinents in vivo puisque les 
tumeurs cutanées développées par des souris RHOB-/- présentent un marquage plus important pour γ-
H2AX et 53BP1 signalant les cassures de l’ADN (Meyer et al., 2013). 
 
vi - Modèles murins 
Les modèles de xénogreffes de lignées cancéreuses humaines, notamment pulmonaires, 
ovariennes et pancréatiques, chez la souris Nude ont clairement montré que la surexpression de RhoB 
inhibait la croissance tumorale (Beliveau et al., 2010; Couderc et al., 2008; Mazieres et al., 2004). 
De plus, la surexpression de RhoB réduit les métastases pulmonaires chez la souris Nude après 
injection des cellules tumorales dans la veine caudale alors qu’au contraire la déplétion de RhoB 
favorise ce processus (Bousquet et al., 2009; Jiang et al., 2004b).  
Enfin, des modèles transgéniques ont montré que les souris transgéniques RHOB-/- sont plus 
sensibles aux carcinogènes. L’association tumorigénique, DMBA et TPA, induit en effet un plus grand 
nombre de tumeurs chez ces dernières (Liu et al., 2001b). De la même manière, en réponse à une 
exposition chronique aux UV, les souris RHOB-/- développent des tumeurs plus agressives (Meyer et al., 
2013). Elles développent également un plus grand nombre de tumeurs pulmonaires suite à l’exposition 
à l’uréthane, un carcinogène pulmonaire (Bousquet, données non publiées). 
 
vii – Réponse thérapeutique 
Enfin, la protéine RhoB est impliquée dans la réponse aux stress dont les génotoxiques 
largement utilisés dans le traitement des cancers. A ce titre, elle participe à la réponse à ces 
thérapeutiques mais également à d’autres stratégies thérapeutiques tels que les FTI et les thérapies 
ciblées.  
Role Stress Cellules 
Modulation 









Apoptose : alkylants 
(MMS, Cisplatine, Tréo, 
MNNG, Mafosfomaide), 
H2O2, IR  
Survie : Doxorubicin, 
Survie ou sens effet UV 
NIH-3T3 Protéine induite par les alkylants Surexpression stable Fritz, 2000 
Apoptose FTI MEF / H-Ras/E1A Induction RhoB-GG +/-  vs -/- 
FTI induisent l’apoptose en présence 





ND Surexpression transitoire Jiang, 2004 





Survie : Hep-2 
















-/- vs +/+ 
pEGFR => RhoB => pEGFR => pAkt1 











RhoBN19 ou V14 






NIH-3T3 Surexpression stable RhoBV14 et RhoB-F Milia J, 2005 
U87 RhoB-GTP induit siRNA Integrine => ILK => RhoB-GTP Monferran, 2008 
Apoptose Doxorubicine, Taxol Radiations ionisantes MEF / Ras +/- vs -/- 
NB: pas de diff avec stauro et 
Na/Azide Liu, 2001 
Survie Toxine de  Clostridium sordellii MEF / Ras +/- vs -/- 
Huelsenbeck, 
2012 
Apoptose UV Jurkat siRNA P38 => C-Jun => RhoB => ? Ahn, 2011 
Apoptose Radiations ionisantes lymphocytes JNK => (c-Jun) => RhoB Kim, 2010 
Apoptose LBA2 (?) HCT-116 JNK => HAT/HDAC1 => RhoB Kim, 2010,  
Apoptose NSC12618 NUGC-3 JNK => C-Jun => RhoB Kim, 2011 
Survie chaleur A549 p38 NF-κB Li, 2011 






Sans effet : GGTI, 
Survie : Lovastatine, 
Staurosporine 
Lignées ATC siRNA Marlow, 2010 
Apoptose Agoniste de PPARγ Inhibiteur HDAC siRNA PPARRγ/HDACi => RhoB => p21 Marlow, 2009 
Apoptose Radiations ionisantes MCF-7 shRhoB 
shRhoB augmentent la survie 
Ect2/Net-1 active RhoB => JNK=> 
Bim => apoptose 
Srougi, 2011 
Apoptose basal Lignées gastriques Surexpression stable Zhou, 2011 
Survie basal Cellules endothéliale 
siRNA, RhoBN19 
 RhoB => AKT 
Adini,2003 
 
Tableau 8 : RhoB exerce un rôle contradictoire sur la balance apoptose/survie, revue 




C – RhoB, acteur majeur de la réponse aux thérapies anti-cancéreuses 
1 - Implication de RhoB dans le contrôle de la balance apoptose/survie 
De nombreux articles ont montré que RhoB régule la balance apoptose/survie de manière 
constitutive et en réponse aux stress. Ce rôle, bien que souvent drastique, est extrêmement ambigu. 
En effet, selon les stress, le type cellulaire et la stratégie de modulation de RhoB, ce dernier peut jouer 
un rôle pro-apoptotique ou au contre anti-apoptotique. Les données décrites dans la littérature sont 
résumées dans le tableau 8 et ne seront cités ici que quelques exemples mettant en lumière ce rôle 
paradoxal. 
 
Au sein des mêmes cellules, les articles de Fritz et al. et de Marlow et al. montrent clairement 
que RhoB peut jouer un rôle pro ou au contraire anti-apoptotique, en fonction du stress appliqué aux 
cellules (Fritz and Kaina, 2000; Marlow et al., 2010). Par exemple, dans l’article de Fritz alors que RhoB 
joue un rôle pro-apoptotique en réponse aux agents alkylants tels que le MMS et le Mafosfamide, il 
devient pro-survie en présence de Doxorubine. 
 
En réponse aux UV, alors que plusieurs articles du laboratoire montrent que RhoB favorise la 
survie (Canguilhem et al., 2005; Glorian et al., 2011; Meyer et al., 2013), les articles de Fritz & Kaina et 
d’Ahn et al. montrent que RhoB induit au contraire l’apoptose. Cependant de manière surprenante 
dans l’article de Fritz & Kaina, RhoB augmente le nombre de cellules en subG1 sans modifier la 
prolifération) (Ahn et al., 2011; Fritz and Kaina, 2000).  
 
De même, l’implication de RhoB dans la réponse aux radiations ionisantes est extrêmement 
controversée. Quatre articles émanant de quatre équipes différentes montrent que RhoB jouerait un 
rôle pro-apoptotique. Les modèles utilisés comprennent des MEFs RHOB-/-, des NIH-3T3 surexprimant 
RhoB, des lymphocytes et des MCF-7 déplétées pour RhoB respectivement à l’aide de ARNi et de 
shARN (Fritz and Kaina, 2000; Kim et al., 2010a; Liu et al., 2001a; Srougi and Burridge, 2011). 
Au contraire, plusieurs articles de l’équipe des Drs Toulas et Cohen-Jonathan montrent que 
RhoB, en particulier les mutants activés ou farnésylés, serait impliqué dans la radio-résistance(Ader et 
al., 2002a, 2003; Milia et al., 2005). Ces articles utilisent de clones NIH-3T3 surexprimant la forme 
sauvage ou les différents mutants RhoB-WT/RhoB-F/RhoB-GG ou RhoBN19/RhoBV14. Si une partie de ces 
différences peuvent être mises sur le compte des modèles différents utilisés, en revanche les articles 
de Milia et al. et Fritz & Kaina utilisant le même modèle, NIH-3T3 surexprimant de manière stable 





2 - Voie de signalisation contrôlant la balance apoptose/survie en aval de RhoB 
Si le rôle de RhoB dans la balance apoptose/survie reste encore mal compris, les mécanismes 
impliqués le sont tout autant. Les quatre voies de signalisation cellulaire décrites sont présentées ci-
dessous. 
 
a - La voie Akt 
Plusieurs articles ont montré que l’activité d’AKT, en particulier d’AKT1, était régulée par RhoB. 
Cependant, le sens de cette régulation est variable selon les articles. D’une part, les travaux de 
Mazières et al., Bousquet et al., Liu et al., Ng et al., Chen et al. et Alfano et al. montrent que RhoBWT, 
et dans certains articles RhoB-GG mais pas RhoB-F, inhibent l’activation d’AKT et en particulier celle 
d’AKT1 (Alfano et al., 2012; Bousquet et al., 2009; Chen et al., 2000, 2000; Liu and Prendergast, 2000; 
Mazières et al., 2005; Ng et al., 2012). D’autre part, les travaux de Alfano et al., Skuli et al., Canguilhem 
et al. et Adani et al. montrent que RhoB, en particulier activé, induit au contraire l’activation d’AKT 
(Adini, 2003; Alfano et al., 2012; Canguilhem et al., 2005; Meyer et al., 2013; Skuli et al., 2006). En 
outre, les travaux d’Adini et al. montrent que RhoB interviendrait dans la localisation nucléaire d’AKT. 
Ainsi, selon le contexte cellulaire et le stress, la présence de RhoB conduirait à l’activation ou 
au contraire à l’inhibition de la voie AKT. Ce paradoxe est parfaitement illustré par l’article de 
Kazerounian et al.. Alors que dans des cellules cancéreuses mammaires, la perte de RhoB augmente 
l’activation d’AKT : dans des cellules endothéliales, la perte de RhoB est au contraire associée à une 
perte d’activation d’AKT (Kazerounian et al., 2012). Ce rôle paradoxal sur l’activation d’AKT pourrait au 
moins en partie expliquer le rôle ambigu de RhoB dans la balance apoptose/survie. 
 
Dans tous les cas, les mécanismes par lesquels RhoB régule l’activité d’AKT restent à ce jour 
non élucidés, quelques hypothèses sont présentées ici: 
 
- PRK1/PKN :  
A la différence de ses homologues, RhoB est capable d’interagir avec les 2 sérine/thréonine 
kinases appartenant à la famille PKC, PRK1 (PKN) et PRK2. Cette liaison pourrait jouer un rôle clé dans 
l’activation d’AKT en présence de RhoB. En effet, la liaison RhoB/PRK1 permet le recrutement de PDK1 
aux endosomes (Flynn et al., 2000; Gampel et al., 1999; Mellor et al., 1998). Or, PDK1 est nécessaire à 








- PP2A : 
La Protéine Phosphatase 2 (PP2A) est une sérine/thréonine phosphatase ubiquitaire active sur 
un très grand nombre de substrats tels que les protéines Raf, MEK, AKT, H2AX, ATM, DNA-PK, Chk-2… 
PP2A fonctionne sous forme d’un trimère incluant une sous-unité structurale A (PPP2R1A ou B), une 
sous-unité régulatrice B (12 sous-unités décrites) et enfin une sous-unité catalytique C (PPP2CA ou 
PPP2CB)(Westermarck and Hahn, 2008). 
 Lors d’une étude protéomique, RhoB a été co-immunoprécipitée avec la sous-unité catalytique 
de PP2A (Lee et al., 2007). Depuis il a été montré au laboratoire que la déplétion de RhoB par ARNi 
diminuait l’activité catalytique de PP2A (Bousquet et al., in preparation; Mamouni et al., submitted). 
Ces travaux suggèrent que la présence de RhoB s’accompagnerait d’une augmentation de l’activité de 
PP2A qui pourrait inhiber AKT. 
 
Ces 2 hypothèses soutiennent le rôle paradoxal de RhoB sur l’activité d’AKT. Alors que 
l’interaction de RhoB avec PRK1 favorise l’activation d’AKT, celle de RhoB avec PP2A conduit au 
contraire à une inhibition d’AKT. Dans un tel contexte, ces hypothèses restent à prouver aussi bien au 
niveau biochimique que dans le contexte cellulaire de réponse à un stress. Les facteurs influençant la 
balance entre ces 2 voies antagonistes sont également à déterminer. 
 
b – La voie NF-κB 
RhoB régulerait également la balance apoptose/survie via la régulation de l’activité 
transcriptionnelle de NF-κB (Nuclear Factor-kappa B). Son rôle est ici tout aussi complexe. 
Le facteur de transcription NF-κB est largement connu pour son rôle anti-apoptotique en 
réponse aux stress. En condition basale, il est séquestré dans le cytoplasme par sa protéine inhibitrice 
IκB. En réponse au stress, NF-κB est libéré des complexes inhibiteurs, transloque dans le noyau et 
active la transcription de nombreuses cytokines et de facteurs pro-survie tels que les membres de la 
famille Bcl-2. 
Tout d’abord, les travaux de Fritz & Kaina montrent que dans des cellules NIH-3T3, la 
surexpression de RhoB inhibe l’activité transcriptionnelle de NF-κB et favorise alors l’apoptose en 
réponse aux agents alkylants (Fritz, 2001). En accord avec ce travail, l’article de Chen et al. montre dans 
des cellules de cancer ovarien HO-8910 que RhoB inhibe l’activité transcriptionnelle dépendante de 
NF-κB en réponse aux glucocorticoïdes. Une inhibition de la prolifération est également observée 
(Chen et al., 2006). Les travaux de Mazieres et al. montrent enfin dans des cellules NIH-3T3 que seule 





Cependant, les travaux de Li et al. montrent au contraire que RhoB augmente l’activité 
transcriptionnelle de NF-κB favorisant la survie des cellules en réponse à la chaleur dans A549 (Li et al., 
2011).  
Finalement, l’article de Rodriguez et al. montre que la forme activée, farnésylée et palmitoylée 
de RhoB augmente l’activité transcriptionnelle NF-κB par un mécanisme dépendant de ROCK-I. Cet 
article explique au moins en partie les données contradictoires présentées précédemment. En effet, 
dans cet article l’effet de la surexpression de RhoB sur l’activité transcriptionnelle de NF-κB est variable 
selon les cellules : alors qu’elle augmente dans les cellules 293T, HeLa, COS-7 et T47D, elle diminue 
dans les cellules NIH-3T3 en accord avec les données de Fritz et al.. Par ailleurs, la forme géranyl-
géranylée a très peu d’effet comparée à la forme farnésylée en accord avec l’article de Mazières et al.. 
L’hypothèse la plus probable est que selon le type cellulaire et les conditions, le rapport entre 
les formes farnésylées ou géranyl-géranylées de RhoB pourrait varier et conduire à une inhibition de 
l’activité transcriptionnelle de NF-κB quand la forme géranyl-géranylée est majoritaire ou au contraire 
une activation quand c’est la forme farnésylée. Cette hypothèse est en accord avec l’activité plutôt 
pro-survie de la forme farnésylée et pro-apoptotique de la forme géranyl-géranylée et pourrait 
finalement expliquer l’activité également ambiguë de RhoB sur la survie. 
 
c - La voie JNK 
L’activation de JNK en aval de RhoB au cours de l’apoptose induite par ce dernier a été montrée 
par 2 articles. D’une part, l’article de Srougi et al. montre qu’en réponse à l’irradiation de cellules MCF-
7, en présence de RhoB, JNK est activée et les cellules entrent alors en apoptose. Cette dernière 
pouvant être prévenue par un shARN dirigé contre RhoB (Srougi and Burridge, 2011). D’autre part, un 
article de Kim et al. montre que l’apoptose induite par la surexpression de RhoB dans des cellules HeLa 
est associée à une activation de JNK et qu’un inhibiteur de JNK prévient cette apoptose (Kim et al., 
2009a). 
 
d - La Cyclin B1 
Dans les MEF RHOB+/-, le traitement par un FTI induit l’apoptose alors qu’il n’a pas d’effet dans 
les MEF RHOB-/- (Tableau 8). Les travaux de Kamasani et al. ont mis en évidence à l’aide d’un microarray 
une différence d’expression de la cycline B1. Alors que dans les MEF RHOB+/-, les FTIs réprime 
l’expression de la cycline B1, cette dernière est maintenue dans les MEF RHOB-/- (Kamasani et al., 2003, 
2004). Selon cet article, les FTIs induiraient l’apoptose via l’accumulation de la forme géranyl-géranylée 





3 - Réponse aux thérapies ciblées 
Même si son rôle dans la balance apoptose/survie est ambigu et encore mal compris, il est clair 
que RhoB peut influencer la réponse aux cytotoxiques couramment utilisés en cancérologie tels que 
les radiations ionisantes, 5-FU, Taxol ou les agents alkylants. Cependant, RhoB pourrait également 
intervenir dans la réponse aux thérapies ciblées visant des oncogènes. En effet, l’expression de RhoB 
est réprimée par plusieurs oncogènes tels que Ras, EGFR ou ERBB3 (partie III-B-2-a-iii). L’inhibition de 
ces derniers pourrait donc en retour moduler l’expression de RhoB. L’existence d’une telle modulation 
mais également son rôle dans la réponse thérapeutique restent à déterminer. A ce jour les données 
sur ce sujet sont en effet extrêmement fragmentaires. 
Les seules données disponibles dans la littérature montrent que dans des lignées de cancers 
ovariens, la combinaison d’Ixabepilone, un analogue de l’Epothilone stabilisant les microtubules et du 
Sunitinib, un inhibiteur multi-kinase ciblant entre autres le PDGR, le VEGFR et KIT, a un effet synergique 
et induit l’expression de RhoB. Cette dernière joue un rôle essentiel dans la réponse puisque son 
inhibition prévient complètement l’apoptose induite par cette combinaison (Vishnu et al., 2012). 
De plus, il a été montré au laboratoire que l’expression RhoB influence la sensibilité de cellules 
de cancers pulmonaires à un inhibiteur de l’EGFR, l’Erlotinib. En effet, les cellules exprimant fortement 
RhoB sont plus résistantes. La surexpression de RhoB dans des lignées sensibles, ayant une faible 
expression basale de RhoB, diminue également leur sensibilité. Cet effet serait dépendant d’AKT : alors 
qu’en l’absence de RhoB, l’Erlotinib induit une perte de l’activation d’AKT, en présence de RhoB cette 
dernière est maintenue (Marty et al., en préparation). 
 
Dans un tel contexte, ce travail doctoral vise à établir l’implication de RhoB dans la réponse 

















 Au cours des 20 dernières années, le développement des thérapies ciblées a permis une 
amélioration substantielle de la prise en charge et de la guérison des cancers. La compréhension des 
mécanismes de la carcinogenèse a permis de mettre en lumière le rôle clé des altérations moléculaires 
conduisant à l’activation d’oncogènes tels que Ras, EGFR, KIT, HER2 dans le développement, la 
prolifération et la survie des cellules tumorales. Ceci a conduit au développement de stratégies 
thérapeutiques visant à inhiber ces oncogènes, à l’aide par exemple de petites molécules chimiques 
ou d’anticorps qui ont démontré leur efficacité dans certains cancers tels que les cancers mammaires, 
bronchiques ou les leucémies myéloïdes chroniques. 
 En revanche, les mélanomes métastatiques sont restés pendant plusieurs décennies, face à un 
vide thérapeutique : seules les cytotoxiques, Dacarbazine et Fotémustine, étaient autorisés alors 
même qu’ils ne conduisaient qu’à une réponse chez 5 à 20 % des patients. Au cours des 3 dernières 
années, la prise en charge de cette pathologie a été révolutionnée ; pour la première fois en 30 ans 
pas moins de 4 traitements (Vemurafenib, Dabrafenib, Trametinib, Ipilimumab) ont été autorisés dans 
les mélanomes métastatiques.  
  Le développement du Vemurafanib, du Dabrafenib et du Trametinib a fait suite à la découverte 
en 2002 de la mutation BRAFV600E dans une forte proportion de mélanomes (Davies et al., 2002). Le 
Vemurafenib est le premier de ces inhibiteurs à avoir été évalué chez l’Homme, il a démontré une 
activité sans précédent dans cette pathologie avec près de 80% de patients répondeurs dont une 
régression complète pour certains d’entre eux (Chapman et al., 2011). Cependant malgré ces réponses, 
l’amélioration de la survie globale reste décevante, car des résistances apparaissent rapidement après 
quelques semaines à quelques mois de traitement. S’il a été montré que ces résistances pouvaient être 
liées à la réactivation de la voie MAPK, elles restent encore mal comprises. 
 Les RhoGTPases sont des interrupteurs moléculaires contrôlant de nombreux processus 
cellulaires impliqués dans la carcinogenèse et dont le rôle a été caractérisé dans de nombreux cancers. 
En 2009, à l’initiation de cette thèse, peu de choses étaient connues sur leur implication dans la 
mélanomagenèse. Or, les RhoGTPases, via leurs multiples fonctions cellulaires, pourraient participer à 
la progression tumorale, à la radio- et chimio-résistance ainsi qu’à la réponse aux thérapies ciblées. 
Cette hypothèse a été récemment validée par une publication montrant l’implication de RhoJ dans la 






 Dans un tel contexte, l’objectif premier de ce travail a été de déterminer si les RhoGTPases 
étaient impliquées dans la réponse ou la résistance au Vemurafenib. Afin de répondre à cette question, 
nous avons dans un premier temps analysé l’expression de 20 RhoGTPases en réponse au Vemurafenib 
dans 2 lignées cellulaires de mélanome porteuses d’une mutation activatrice de BRAF. Cette étude a 
montré que l’expression des ARNm de RhoB, Rac1b, RhoJ et RhoQ était significativement modifiée 
dans les 2 lignées cellulaires testées. Le rôle connu de RhoB dans la progression tumorale et surtout 
dans la balance apoptose/survie, nous a conduits à focaliser la suite de nos travaux sur ce dernier. 
 Nous nous sommes dès lors efforcer de caractériser cette induction, de définir les mécanismes 
moléculaires mis en jeu et enfin d’en établir sa fonction.  
 Nous avons ainsi montré que RhoB est induit suite à l’activation de c-Jun et diminue la sensibilité 
au Vemurafenib via l’activation d’AKT. Dans l’optique d’augmenter l’efficacité du Vemurafenib en 
prévenant l’activation d’une telle voie de signalisation, nous avons proposé de combiner au 
Vemurafenib un inhibiteur d’AKT. Cette combinaison s’est révélée fortement synergique in cellulo et 
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Melanoma treatment recently met a breakthrough with the approval of Vemurafenib (PLX4032) which 
demonstrated an unprecedented 80% response rate in clinical trials among patients with B-RafV600E 
melanomas. However, efficiency of the treatment is limited by rapid relapse. The Ras/Raf/MEK/ERK 
(MAPK) pathway regulates the expression of many genes which can mediate therapeutic response but 
also resistance, such as RhoGTPases. RhoGTPases are small GTPases acting as molecular switchs 
involved in many cellular processes highly relevant in oncogenesis and therapeutic response like 
proliferation, apoptosis, adhesion, migration, invasion etc… In addition, these proteins are tightly 
regulated by many signaling pathways. As a consequence, we postulated that RhoGTPases could be 
modulated through MAPK inhibition by PLX4032 and participate through their cellular effects to 
therapeutic efficiency and/or resistance.  
To test our hypothesis, we analyzed the mRNA expression of the 18 RhoGTPases members in two BRAF 
mutated melanoma cell lines, WM266-4 and A375, in response to inhibition of the MAPK pathway by 
PLX4032. We observed that the RhoB mRNA was increased by PLX4032 treatment. We first 
demonstrated that this effect was specific to MAPK pathway inhibition and was found in a large panel 
of BRAF mutated melanoma cell lines. In addition, MEK inhibitors also upregulated RhoB expression 
in BRAF wild-type melanoma cells harboring NRAS, KRAS or KIT mutations, suggesting that inhibiting 
MAPK pathway is critical for RhoB expression modulation. It is also noteworthy that this modulation 
is strictly cell type dependent, as it was not observed in BRAF mutated non-melanoma cells as colon 
carcinoma cells. 
Then, we demonstrated that this RhoB expression upregulation was linked to a late transcriptional 
activation of the RhoB promoter depending on its iCCAAT box and on PLX4032-induced c-Jun.  
To investigate the function of RhoB in cellular responses to B-Raf and MEK inhibitors, its induction 
was suppressed using RNA interference. This resulted in a higher sensitivity to PLX4032 and AZD6244. 
Also, the blockade of RhoB induction led to a significant increase of caspase-dependent apoptosis as 
shown by the increase of the subG1 population, TUNEL positive cells, caspase 3 and PARP cleavage. 




Finally, we demonstrated that RhoB modulated PLX4032 response through AKT activity regulation. 
Indeed PLX4032-induced RhoB maintained a high AKT activity level leading to cell survival. Moreover 
combination of B-Raf and AKT inhibitor was demonstrated to be strongly synergistic. 
Our findings show that the c-Jun/RhoB/AKT signaling axis is involved in PLX4032 response and we 
propose synthetic lethal association of MAPK and AKT inhibitors in order to increase apoptotic 







The hypothesis of melanoma addiction to the Raf/MEK/ERK pathway, namely MAPK pathway, has 
emerged with the discovery of a high-rate of activating B-RafV600E mutation in melanoma cell lines and 
primary tumors in 2002 (Davies et al., 2002). Evidence of melanoma dependency on the MAPK pathway 
have then accumulated and its inhibition has emerged as a therapeutic target of particular interest 
(Smalley, 2003; Tuveson et al., 2003). B-Raf and MEK revealed to be druggable targets and since then 
small inhibitors have been developed (Baines et al., 2000; Smalley et al., 2007; Tsai et al., 2008). The 
first-in-class specific B-Raf inhibitor tested on human, Vemurafenib (PLX4032), led to unprecedented 
response for 80% patients in a phase III clinical trial (Chapman et al., 2011; Sosman et al., 2012). 
However, improvement of disease-free survival and global survival was disappointingly weak. In fact, 
during the first weeks of treatment, tumors generally regressed drastically, but after a few months 
patients became resistant to PLX4032 and tumor progression abolished all hope of substantial survival 
improvement (Finn et al., 2012). 
Intensive investigations are currently conducted to understand these resistances and several mechanisms 
have been described principally on the basis of in vitro generation of resistant cell lines. Most of them 
reactivate the MAPK pathway by acquisition of mutation of Ras (Nazarian et al., 2010), MEK (Wagle 
et al., 2011), over-expression of COT (Johannessen et al., 2010) or C-Raf or upregulation of growth 
factor receptor signaling like FGFR3, EGFR, PDGFRβ (Lito et al., 2012a; Nazarian et al., 2010; Yadav 
et al., 2012). Other research focused on PLX4032-induced cell death showed that Bcl-2 family members 
as Bcl-xl, Noxa or Bim could also be involved in resistance (Shao and Aplin, 2012). 
The MAPK pathway controls the expression of a wide range of genes. Some of them mediate the 
therapeutic efficiency as RhoE/Rnd3 which impede melanoma cell invasion in response to PLX4032 
(Klein and Higgins, 2011). We hypothesis that MAPK pathway inhibition induces modulation of gene 
expression triggering adaptive cellular response leading to cell resistance. This hypothesis is supported 
by two examples: the transcription factor FOXD3 or the pro-apoptotic BH3-only protein which are 




(Basile and Aplin, 2012; Basile et al., 2011). Hence MAPK inhibition can regulate per se the expression 
of resistance factors.  
RhoGTPases are regulated by many cell signaling pathways such as MAPK and control many cellular 
functions including survival/apoptosis balance that may impact cell response to MAPK inhibition. Inter-
regulations between RhoGTPases and MAPK pathway have already been described (Fang et al., 2012; 
Makrodouli et al., 2011) and, several members of the RhoGTPase family have been linked to apoptosis 
inhibition to both chemotherapies and targeted therapies. For example, RhoJ mediates melanoma cell 
resistance to dacarbazine (Ho et al., 2012a), Rac1 is involved in breast cancer cell response to 
Trastuzumab (Zhao et al., 2011) and RhoE/Rnd3 enhances multidrug resistance in gastric cancer cells 
(Li et al., 2009). 
These previous results led us to investigate the role of RhoGTPases in melanoma cells resistance to 
PLX4032. With a RT-qPCR screening, we found out that RhoB expression is induced by PLX4032 
BRAF mutant melanoma cells. RhoB is largely known to be modulated in response to anticancer therapy 
and to control tumor cell response to ionizing radiation and cytotoxic drugs (Fritz and Kaina, 2000; 
Jiang et al., 2004a; Mazières et al., 2005; Milia et al., 2005). RhoB may also be involved in the response 
to targeted therapy as described by Vishnu and colleagues in ovarian cells (Vishnu et al., 2012). In this 








PLX4032 induces RhoB in mutant B-Raf melanoma cells. 
In order to determine whether RhoGTPases are directly modulated by PLX4032, we first analyzed 
mRNA expression of the RhoGTPase family members (except, RhoBTB1 and RhoBTB2), after 48 
hours of treatment on two metastatic melanoma cell lines, A375 and WM266-4 harboring B-RafV600E 
and B-RafV600D mutation, respectively. While RhoG and RhoH were not detected in both cell lines, and 
RhoV only in A375, the expression of several RhoGTPases was significantly modulated by PLX4032, 
such as Rac1b, RhoB, RhoJ and RhoQ (Figure 1A and B). Amongst these RhoGTPases, RhoB was the 
most strongly induced by a factor of 5.7 ± 1.2 in WM266-4 (Figure 1A) and 2.0 ± 0.3 in A375 (Figure 
1B). This induction was found at the protein level in a same extent, 4.5 ± 0.5 for WM266-4 and 1.9 ± 
0.2 for A375 in the two cells lines (Figure 1C). The increase of RhoB protein in response to PLX4032 
treatment was also observed in six other melanoma cell lines representative of melanoma progression 
(RGP-VGP to metastatic) (Figure 1D). Interestingly, this induction was found in cell lines issued from 
different stages of the disease of a same patient, on the one hand WM115 (VGP), WM266-4 (skin 
metastasis) and WM239A (lymph node metastasis) and in the other hand in WM983A (VGP) and 
WM983B (lymph node metastasis) (Figure 1C and D).  
Since RhoB has been described to be induced during apoptosis, this induction could be linked to 
PLX4032-induced apoptosis. However, inhibition of apoptosis by the caspase inhibitor Z-VAD-FMK 
did not interfere with RhoB induction by PLX4032 (Figure S1). 
The induction of RhoB was dose- and time-dependent (Figure 1E and F). The induction of RhoB started 
at 0.1 µM of PLX4032, and reached a plateau at 0.5 µM consistently with pERK inhibition. Although 
the inhibition of ERK phosphorylation was observed 2 hours after PLX4032 addition, the induction of 
RhoB was delayed and started after 24 hours both at the protein level (Figure 1F) and at the mRNA level 
(Figure S2). In contrast, the expression of RhoB close homologs, RhoA and RhoC was unchanged 
(Figure 1F and S2). Interestingly removal of PLX4032 after 48 hours of treatment did not lead to a return 
of RhoB to its basal levels. After a first step of decrease 48 hours after drug removal, RhoB expression 




induction and the persistence of this one sustained the hypothesis that RhoB induction could be linked 
to an adaptive mechanism of melanoma cells following PLX4032 treatment. 
 
PLX4032 induced RhoB through MAPK inhibition 
To assess that RhoB induction did not result from an off-target effect of PLX4032, B-Raf was inhibited 
with either RNA interference or a second B-RafV600E inhibitor, SB590885 which is chemically unrelated 
to PLX4032 (Figure 2A and B). In all cases, RhoB was still induced attesting that B-Raf inhibition 
increases RhoB expression. 
While Raf kinases mainly trigger their effects through the MEK/ERK pathway, MEK-independent 
effects have also been described (Polzien et al., 2009). To determine whether PLX4032-induced RhoB 
is dependent on MEK signaling, the effect of two MEK inhibitors was analyzed. As shown in Figure 
2B, AZD6244 as well as AS703026 treatment led to a significant increase of RhoB expression 
comparable to those induced by B-Raf inhibitors, indicating that PLX4032 induces RhoB through a 
MEK-dependent mechanism (Figure 2B). 
In melanomas, dysregulation of the MAPK pathway occurs frequently due to activating mutations in the 
BRAF gene — almost 50% of melanomas harbor mutations in BRAF — but also in NRAS (18%), KIT 
(9%), HRAS (2%) or KRAS (2%) genes (COSMIC database). We assessed whether RhoB could be 
modulated in wild type BRAF melanoma cells harboring mutations of NRAS (WM1346 and SK-MEL2), 
KIT (WM3211) or KRAS (WM1791C). As expected PLX4032 did not inhibit MAPK signaling in these 
four cell lines, as shown by the maintenance of ERK phosphorylation and had no effect on RhoB 
expression. In contrast, the MEK inhibitor, AZD6422, by inhibiting MAPK signaling and consequently 
ERK phosphorylation, also induced RhoB expression (Figure 2C).  
RhoB induction appears as a common feature of MAPK inhibition in melanoma cells. In contrast, in B-
RafV600E colon cancer cells, efficient inhibition of MAPK signaling with PLX4032 or AZD6422 did not 
potently affect RhoB expression even at a higher dose (5 µM) than the one used for melanoma cells 
(Figure 2D). Consequently, RhoB modulation by MAPK signaling did not seem to be an universal 





RhoB is induced by transcriptional activation through PLX4032-induced c-Jun 
Next we investigated the molecular mechanisms driving RhoB induction by PLX4032. RhoB mRNA 
stabilization has been previously reported in response to UV (Canguilhem, 2005; Westmark et al., 2004). 
To decipher if the increase of RhoB mRNA (Figure S2) was linked to its stabilization, we measured 
mRNA half-life using a transcription inhibitor, Actinomycin D. No significant modification of RhoB 
mRNA half-life was observed (Figure 3A). Then, promoter activity was analyzed using a luciferase 
reporter gene assay system. As shown in Figure 3B, a 2 to 3-fold increase of the RhoB promoter activity 
was obtained following 24 h of PLX4032 treatment. Next, we were interested in identifying the 
transcription factor which mediates PLX4032 response of the RhoB promoter. Since the effect of 
PLX4032 on RhoB was not found in non-melanoma cells (Figure 2D), we first looked at the melanocyte 
lineage-specific factor, MITF. On the one hand its expression was not drastically modified by PLX4032 
treatment and on the other hand its depletion by RNA interference did not affect RhoB expression 
(Figure S3A and B).  
As PLX4032 modifies strongly cell shape (Figure S3C, (Klein and Higgins, 2011)) and RhoB promoter 
contains E-Boxes which are targets of EMT transcriptional modulators, the expression of these latters 
was analyzed. Snail was rapidly down-regulated following ERK phosphorylation inhibition by 
PLX4032. In contrast Slug and ZEB-1 expression decreased only 24 hours after treatment, 
simultaneously to RhoB induction (Figure S3D). But neither Slug nor ZEB1 depletion by RNA 
interference modified RhoB level (Figure S3E).  
Next to address first the promoter region and then the transcriptional regulator involved in RhoB 
induction by PLX4032, we performed luciferase assays with plasmid constructions including various 
RhoB promoter lengths. PLX4032 increased the RhoB transcriptional activity of all constructions 
leading to the conclusion that the - 45 shorter construct, containing only the TATA boxes and inverted 
CCAAT box (iCCAAT), is sufficient for PLX4032 induction of RhoB (Figure 3C). To decipher if the 
iCCAAT sequence is necessary for RhoB induction, we mutated it and analyzed the resulting activity. 
As shown in Figure 3D mutations of the iCCAAT strongly impeded basal RhoB promoter activity and 
reduced the promoter response to PLX4032 indicating that this box is involved in induction of RhoB 




This iCCAAT has been described to mediate RhoB expression in response to stress in a c-Jun-dependent 
manner (Ahn et al., 2011; Kim et al., 2011, 2010a). To test the c-Jun involvement, the expression of 
total and phosphorylated c-Jun was analyzed after PLX4032 treatment. In fact, both forms of c-Jun were 
strongly increased by PLX4032 treatment (Figure 3E). A kinetic analysis showed a progressive 
induction of total and phosphorylated c-Jun during PLX4032 treatment, with a slight increase beginning 
after 2 h and a stronger increase after 24 h concomitant to RhoB induction (Figure 3F). As for RhoB, 
after 48 hours of treatment, removal of PLX4032 did not lead to a return to basal level of total and 
phosphorylated c-Jun expression which were maintained over at least 96 hours (Figure S4D). 
Finally, to ascertain the involvement of c-Jun in RhoB induction, we prevent c-Jun induction by RNA 
interference. As shown in Figure 3G and S5B, c-Jun depletion reduced induction of RhoB expression 
by PLX4032. 
JNK and p38 have been described in the literature to be responsible for c-Jun induction (Ahn et al., 
2011; Kim et al., 2010b). However, after PLX4032 treatment, phosphorylated p38 and JNK are reduced 
(Figure S4A). In addition, a JNK inhibitor, SP600125, as well as p38 inhibitors, SB203580 and 
BIRB796, did not prevent PLX4032-induced c-Jun nor RhoB (Figure S4B and C). 
Overall these data indicated that PLX4032 induced RhoB expression through c-Jun expression and 
phosphorylation by a mechanism JNK- and p38-independent. 
 
Depletion of induced RhoB sensitizes melanoma cells to MAPK inhibitor through apoptosis 
induction 
To determine the functional role of RhoB induction in the cell response to inhibition of the MAPK 
signaling, RhoB induction was prevented by RNA interference (Figure S5A).  
Following RhoB downregulation, the IC50 of PLX4032 was significantly reduced in melanoma cells 
harboring B-Raf mutations, A375 and WM266-4, while no effect was observed in the SK-MEL2 cells, 
harboring WT B-Raf insensitive to PLX4032 (Figure 4A, B and C and Table S1). In contrast when the 
MEK inhibitor AZD6422 was used, RhoB depletion sensitized A375, WM266-4 but also SK-MEL2 
cells (Figure 4D, E and F and Table S1). RhoB siRNA also increased WM266-4 response to the 




In addition, depletion of c-Jun also sensitized WM266-4 cells to PLX4032 (Figure 4H and S5B, C), this 
effect was in part prevented by RhoB re-expression (Figure 4H and S5D). 
In order to define how RhoB modified cell sensibility to PLX4032, we assayed apoptosis markers after 
co-depletion of MAPK and RhoB. 
RhoB siRNA increased apoptotic features in response to PLX4032 in WM266-4 and A375 cells as 
shown by subG1 and TUNEL assays (Figure 5A, B and S6A, B). Moreover, that was associated with an 
increase of PARP and caspase 3 cleavage, showing that RhoB depletion increased apoptosis in response 
to PLX4032 (Figure 5C and S6C). Z-VAD-FMK, a pan caspase inhibitor prevented PLX4032-induced 
PARP and caspase 3 cleavage (Figure 5D) and also DNA fragmentation (Figure 5E) in the presence of 
RhoB siRNA indicating the involvement of caspases. 
Here, we demonstrated that c-Jun/RhoB pathway induction by MAPK inhibitors could be involved in 
melanoma resistance to those inhibitors as co-inhibition of MAPK and c-Jun/RhoB pathway potentiated 
apoptosis induction. 
 
RhoB modulates response to PLX4032 through AKT pathway. 
Lastly, we examined the molecular mechanisms controlled by RhoB in response to PLX4032. It has 
been previously shown that RhoB modulates AKT pathway (Canguilhem, 2005; Kazerounian et al., 
2012; Meyer et al., 2013; Skuli et al., 2006) and that AKT is a crucial player in the apoptosis/survival 
balance. Thus we analyzed AKT phosphorylation following RhoB siRNA and PLX4032 treatment. As 
previously shown (Chen et al., 2012), PLX4032 slightly induced phosphorylated/total AKT ratio (Figure 
6A and B). More interestingly, RhoB siRNA completely prevented induction of AKT phosphorylation 
during PLX4032 treatment (Figure 6A and B). In parallel, AKT inhibition by G-594 or MK2206 
amplified PLX4032 effect on cell viability and apoptosis as shown by PARP cleavage (Figure 6C and 
S7). In order to determine, if combination of PI3K/AKT and B-Raf inhibitors displayed additive or 
synergistic effect. Co-treatment was performed and combination index established. All three AKT/PI3K 
pathway inhibitors demonstrated for all tested doses a significant synergistic effect when combined with 




So, RhoB inhibition could increase cell death in response to PLX4032 through downregulation of the 
survival AKT pathway. To ascertain this hypothesis, we rescued phosphorylated AKT by expressing the 
myristoylated and constitutively active AKT-myr protein. AKT-myr strongly induced phosphorylated 
AKT and completely prevented RhoB siRNA sensitization to PLX4032 (Figure 6E and S8 and Table 
S2).  
 
In conclusion, we demonstrated that PLX4032 induced RhoB expression via c-Jun, which controls 







In this study, we show that inhibition of mutated B-Raf in melanoma cells by chemicals or RNA 
interference activates the c-Jun/RhoB/AKT signaling axis, leading to cell survival and to impaired 
Vemurafenib cellular response. Moreover, the simultaneous inhibition of c-Jun, RhoB or AKT and 
mutated B-Raf induces a strong apoptotic response of melanoma cells, while each of the treatment per 
se has little or no effect on cell death. Our results clearly characterize a synthetic lethal interaction 
between B-Raf inhibitors and inhibition of the c-Jun/RhoB/AKT signaling pathway and lead to propose 
the combination Vemurafenib with AKT inhibitors to improve the treatment of B-Raf mutated 
melanomas and to limit acquired resistance.  
The main mechanism of acquired resistance described to date is the molecular alterations leading to 
MAPK reactivation or the parallel activation of other signaling pathways such as PI3K/AKT pathway. 
Here we describe an adaptive mechanism by which MAPK inhibitor treated cells modify their signaling 
network, by activating the c-Jun/RhoB/AKT signaling axis, to counteract Vemurafenib-induced cell 
death. This pathway is not only a relevant target for increasing cell death and thus the efficacy of 
Vemurafenib therapy but could assist in controlling disease relapse by avoiding the occurrence of 
secondary mutations. 
PLX4032 cellular response includes modification of gene expression resulting from the blockade of 
MEK/ERK signaling pathway. We show that the expression of 5 members of the Rho GTPase family is 
regulated in response to Vemurafenib. First we confirm the down regulation of Rnd3 expression (Klein 
et al., 2008) and put on light the PLX4032-induced expression of RhoJ, RhoQ, RhoV and RhoU. While 
nothing is known on the role of RhoQ, RhoU and RhoV on melanomagenesis, RhoJ has been 
demonstrated to participate to chemoresistance through DNA repair control (Ho et al., 2012b) and 
modulate metastasis potential in melanoma  (Ho et al., 2013). Of interest is the PLX4032-induced Rac1b 
downregulation suggesting that Rac1b and B-Raf cooperate in melanomagenesis as previously described 
in colorectal cancer (Matos et al., 2008). Rho GTPases have been involved in melanoma cell plasticity 
in migration and invasion, while RhoA and Cdc42 appears to be important in amœboïd contractile forms 




2008). However we did not observed any modification of expression of these RhoGTPases after 
PLX4032 exposure suggesting that they could participate to cell response by the protein activation.  
We focused on RhoB as we have previously reported its role in lung carcinogenesis (Bousquet et al., 
2009; Mazieres et al., 2004) and as RhoB is involved cell stress response (Canguilhem, 2005; Kim et 
al., 2011, 2010a; Li et al., 2011). RhoB acts as a tumor suppressor against carcinogenesis mediated by 
receptor tyrosine kinases and their downstream effectors evidenced by the fact that in one hand EGFR, 
ErbB2, and Ras, induce RhoB downregulation and on the other hand that RhoB re-expression in cancer 
cells reverse the tumoral phenotype (Chen et al., 2000; Couderc et al., 2008; Jiang et al., 2004a; 
Mazières et al., 2005; Mazieres et al., 2004). We recently demonstrated that RhoB is downregulated by 
K-RasV12 in lung cancer cell lines  and shown that AKT is critical to the RhoB loss-induced invasion 
(Bousquet et al., 2009). Here we shown that mutated B-Raf and probably mutated N-Ras, since we show 
a MEK inhibitors-induced RhoB expression in N-Ras driven cells, should cause also a drastic decrease 
of RhoB expression (Fig 2C). By contrast to Jiang et al. (Jiang et al., 2004b) that found that RhoB 
downregulation in cancer is due to AKT in non-melanoma cell lines, we clearly demonstrated that in 
melanoma cell lines Raf/MEK/ERK but not AKT pathway is responsible of the mutant Raf-induced 
RhoB downregulation (Figure 6C and S7). It is likely that the mechanism cells use to downregulate 
RhoB is related to cell type and/or cell context. To reinforce this hypothesis, we recently shown 
(unpublished data) that AKT activity control RhoB down regulation in EGFR mutant bearing lung 
cancer cell lines. Whatever the mechanism by which RhoB is downregulated, our results suggest that 
reduced RhoB expression is one of the critical events leading to oncogenesis in melanomas. 
We observed a slight ERK phosphorylation rebound under PLX4032 as described by Rosen group (Lito 
et al., 2012b) (Figure 1F)  that may suggest that PLX4032-induced RhoB expression could be attributed 
to ERK reactivation as we have previously shown that RhoB expression is induced via 
EGFR/MEK/ERK pathway in keratinocytes (Canguilhem, 2005; Meyer et al., 2013). However MEK 
inhibitor treatment induced RhoB expression demonstrating that Vemurafenib-induced RhoB 
expression could not be related to the ERK reactivation.  
We show here that PLX4032-induced activation of RhoB expression is highly dependent on PLX4032-




that iCCAAT is critical for UVB induced-RhoB expression through displacing HDAC1 by a protein 
complex including ATF2 and NF-Y (Ahn et al., 2011; Fritz, 1997). In this model c-Jun is associated to 
the ATF2/NF-Y complex to induce HDAC1 removal and to favor P300 binding that triggers RhoB 
expression. In stress conditions c-Jun was described to be phosphorylated following JNK and p38 
activation (Ahn et al., 2011; Kim et al., 2010b) while in our model JNK and 38 are not responsible of 
c-Jun phosphorylation and expression in PLX4032 treated cells. Our results demonstrate the key role of 
c-Jun in the expression of RhoB and the importance of this pathway in cell survival following cellular 
treatment.  
PLX4032 induces cell proliferation inhibition and inhibits cell migration but has a weak effect on 
apoptosis on the tested melanoma cells, WM-266-4 and A375. But PLX4032-induced cell death seems 
to occur in some highly sensitive cells (Paraiso et al., 2011; Søndergaard et al., 2010). 
Our results suggest that blocking MAPK signaling induces the expression of genes of which the function 
is to increase cell survival. We demonstrated here that c-Jun/RhoB/AKT signaling axis is critical to 
maintain cell survival in the presence of MAPK inhibitors. The induction of RhoB is expected to play a 
key role in PLX4032 apoptotic response as RhoB/AKT pathway has previously been shown to control 
cell survival in stress condition. Indeed, we (Canguilhem, 2005; Meyer et al., 2013) and others (Fritz 
and Kaina, 2001; Li et al., 2011) have demonstrated that genotoxic treatments upregulate RhoB 
expression and concomitantly AKT activation, resulting in cell survival. Here we show that RhoB/AKT 
signaling is critical for PLX4032-induced caspase dependent apoptosis suggesting that RhoB/AKT axis 
as a common adaptive mechanism to cell injury. It has previously been shown that AKT is activated in 
PLX4032-treated PTEN negative melanoma (Paraiso et al., 2011) and has been involved in resistance 
of melanoma. 
The combination of PI3K/AKT inhibitors with Vemurafenib to improve melanoma treatment has been 
recently proposed, however the molecular rational of this combination was not clearly established. Here 
we demonstrate that AKT is critical for cell survival after PLX4032 treatment and decipher the 
mechanisms of its activation. We also show that AKT inhibition is per se not able to induce cell death 




In conclusion, we demonstrated that PLX4032 induces a cell adaptive response including gene 
expression of the c-Jun/RhoB/AKT signaling axis to prevent cell apoptosis potentially promoting cell 
resistance. These results bring the rational to treat patient in combination between B-Raf and AKT 






MATERIAL AND METHODS 
 
Cell culture and reagents 
WM115, WM266-4, A375, SK-MEL28 and SK-MEL2 were purchased from ATCC; WM35, WM983A, 
WM983B, WM239A and WM3211 from the Coriell Institute and WM1346 from the Wistar Institute. 
WM115, WM266-4, A375 and SK-MEL28 were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, SK-
MEL2 in RPMI-1640 with 10% FBS, WM35, WM983A, WM983B, WM3211 and WM1346 in 
MCDB153 medium with 20% Leibovitz L-15 medium, 2% FBS,  5 μg/mL insulin and 1.68 mM CaCl2.  
Cell lines were authenticated for mutations in BRAF and NRAS by sequencing within the time frame of 
the experiments 
PLX4032, SB590885, AZD6244, AS703026 and MK2206 were purchased from Selleck Chemicals, Z-
VAD-FMK and Actinomycin D from Sigma-Aldrich, LY294002 from Calbiochem, Calpeptin from 
Santa Cruz Biotechnology, G-594 was kindly provided by Roche.  
  
Transfection: 
RNA interference was achieved by transfecting siRNA (20 nM except for c-Jun 40 nM) with 
Oligofectamine  (Invitrogen) in OptiMEM (Invitrogen) according to manufacturer instructions. After 6 
h, transfection medium was replaced by growth medium with inhibitor when required. siRNA sequences 
are mentioned in Table S3. 
For co-transfection with pCMV6-CTRL or pCMV6-AKT-myr, 10.000 were seeded in 96-wells, 
transfected the following day with 10 µg of plasmid, 20 nM of siRNA and 0,025 µL of Lipofectamine 
2000 in OptiMEM. 4 hours after transfection, medium was replaced and cells treated for an additional 
72 h with PLX4032. pCMV6-AKT-myr plasmid was kindly gifted by Pr Franke. 
 
Adenovirus transduction: 
Replication-defective (ΔE1, E3) adenoviral vectors expressing RhoB under the transcriptional control 
of the CMV promoter were constructed with the Adeasy System (Qbiogen, Illkirch, France) as described 




replaced by transduction medium containing adenovirus (M.O.I. = 25) supplemented with 20 µg/mL 
polybrene (Sigma-Alrich) and incubated for 4 h. Medium was then replaced by usual culture medium 
containing indicated concentrations of PLX4032. 
 
Cell proliferation assay: 
Six hours following siRNA transfection, cells were treated with or without the inhibitors at the indicated 
concentrations for 72 hours. Relative number of viable cells were then measured by incubating cells 
with MTS reagent (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay from Promega) as 
recommended by manufacturer followed by the reading of absorbance at 492 nm.  
Relative survival in the presence of the inhibitor was normalized to the untreated control after 
background corrections. The results are expressed as the mean of triplicates values of three independent 
experiments. Curves drawing and statistical analysis were performed with Prism (GraphPad). 
 
Western blot analysis:  
Cell extracts were separated on SDS-PAGE and electro-transferred onto PVDF membranes. Blots were 
probed with primary antibodies against RhoB, RhoA, B-Raf, MITF, ERK1/2 from Santa Cruz 
Biotechnology; RhoC, p-ERK (T202/Y204), p-AKT (S473), panAKT, Snail, Slug, ZEB1, PARP, 
Cleaved Caspase 3, total Caspase 3, c-Jun, p-c-Jun (S63), c-Jun, p-p38 (T180/Y182), p38, pJNK 
(T183/Y185), JNK from Cell Signaling Technology or actin from Chemicon. Detection was performed 
using peroxydase-conjugated secondary antibodies and chemi-luminescence detection kit (ECL, Pierce). 
Quantification were done on either scanned autoradiographs with ImageJ software or with ImageLab 
software (BioRad). 
 
Quantitative real-time reverse transcription–PCR: 
Total RNA was isolated by RNeasy kit (Qiagen) according to the manufacturer's instructions, then 
reverse-transcripted using iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad). Quantitative real-time PCR was 
performed with a CFX96 detection system (Bio-Rad) using iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). 





Study of RhoB Promoter Activity:  
The previously described pGL3-RhoB plasmids containing different lengths of RhoB promoter 
sequence upstream of the Firefly luciferase gene into pGL3 luciferase reporter vector (Tovar et al., 2003) 
were  co-transfected with  pRL-CMV vector (Promega) as an internal control with Lipofectamine 2000 
(Invitrogen). 6 hours later, transfection medium was replaced by growth medium containing or not 2 
µM PLX4032. After an incubation of 24 hours, Firefly and Renilla luciferase activities were measured 
with Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega) according to manufacturer instructions. 
The iCCAAT of the shorter construct (-45) was mutated using QuikChange® Site-Directed Mutagenesis 
Kit (Stratagene) following manufacturer. The obtained constructs were sequenced to ensure successful 
mutagenesis. The plasmids were co-transfected with pRL-CMV using Lipofectamine 2000, then cells 
were treated with PLX4032 1 µM for 48 h before luciferase assays. 
 
Apoptosis analysis: 
DNA fragmentation was detected by a modified TUNEL procedure using the ApopTag® Fluorescein 
In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore). Briefly, after 72 hours of treatment, cells were harvested 
fixed in 3.7 % formaldehyde in PBS, cytospined on coated slides, fixed with iced ethanol:acetic acid 
(2:1) for 5 minutes and stained according to manufacturer instructions. Positives cells were counted by 
fluorescence microscopy. 
 
Cell cycle analysis: 
After 72 h of treatment, cells were harvested and fixed in 75% ethanol at 4°C during 8 hours. Fixed cells 
were treated with 200 µg/ml RNase in PBS 0.1% Tween 20 at 37°C during 30 minutes. Then cells were 
stained with 15 µg/ml of propidium iodide for 15 min before cytometry analysis on a FACSCaliburTM 








Figure 1 : PLX4032 leads to induction of RhoB expression 
A and B : RT-qPCR of expressed RhoGTPases in WM266-4 and A375 in response to treatment with 
PLX4032, 1 µM, 48 h. Graphs represents average of three independent experiments normalized by actin 
mRNA level.  
C : Western blot of WM266-4 treated or not with PLX4032, 1 µM, 48 h. Graph represents quantification 
of thre independent experiments normalized by actin. 
D : Western blot of RhoB in various melanoma cell lines treated by PLX4032, 1 µM, 48 h. 
E : Dose-response western blot of RhoB expression in WM266-4 cells in response to the treatment with 
the indicated concentration of PLX4032 during 48 hours. 
F : Time-response western blot of RhoA, RhoB and RhoC in WM266-4 cells in response to 1 µM 
PLX4032 treatment. 
G : WM266-4 cells were treated with PLX4032, 1 µM, 48 h, then PLX4032 was removed and cells 
cultured for the indicated additional time in normal medium. 
 
Figure 2: B-Raf/MEK/ERK pathway inhibition induces RhoB in melanoma cells 
A : Western blot of WM266-4 transfected with siRNA targeting B-Raf (20 nM for 72 h). 
B : Western blot of WM266-4 treated for 48 h with 1 µM of B-Raf inhibitors (PLX4032 or SB59088500) 
or MEK inhibitors (AZD6422 or AS703026). 
C : Western blot of wild-type B-Raf melanoma cell lines untreated (D) or treated with 1 µM PLX4032 
(P) or AZD6422 (A) for 48 h. 
D : Western blot of B-RafV600E mutated colon cell lines treated with PLX4032 or AZD6422 at the 
indicated dose during 48 h. 
 
Figure 3 : RhoB is induced by PLX4032 through transcriptional activation in a iCCAAT and c-
Jun dependent pathway. 
A : After 48h of PLX4032 1 µM, RhoB mRNA half-life was measured using the transcription inhibitor 
Actinomycin D (5 µg / mL), mRNA level was normalized by the long half-life actin mRNA (one 
representative experiment). 
B, C and D: Luciferase assay of WM266-4 co-transfected with RhoB-promoter-firefly luciferase 
construct and pRL-CMV and treated with PLX4032 (2 µM, 24 h for B and C and 1 µM for 48h for D). 




E : Western blot of WM266-4 cells treated with PLX4032 1 µM for 48h. 
F : Western blot of WM266-4 cells treated for the indicated time with PLX4032 1 µM 
G : Western blot of WM266-4 transfected with siRNA targeting c-Jun 40nM and treated with PLX4032 
1 µM, 48h. 
 
Figure 4 :  
A, B, C, D, E and F: WM266-4, A375 or SK-MEL2 were transfected with siRNA CTRL or targeting 
RhoB and then treated with increasing concentration of PLX4032 or AZD6422. After 72 h, viability 
was assayed and dose-response analyzed. 
G : WM266-4 were transfected with siRNA CTRL or targeting RhoB and then treated with PLX4032 
(1 µM) or/and AZD6422 PLX4032 (1 µM). After 72 h, viability was assayed and dose-response 
analyzed. 
H: WM266-4 transfected with CTRL or c-Jun siRNA, transduced with adenovirus control (AdGFP) or 




A, B and C: WM266-4 cells transfected with siRNA control or targeting RhoB and treated with 
PLX4032 2 µM, 72h. Cells were analyzed for cell cycle by FACS and subG1 was quantified (A) or label 
for TUNEL assay (B) or lysate for western blot.  
D and E: WM266-4 cells transfected with siRNA control or targeting RhoB and treated with PLX4032 
2 µM, 72h and Z-VAD-FMK (25 µM). Then cells were lysate for western blot of label for cell cycle 
analysis by FACS and subG1 quantified. 
  
Figure 6: 
A and B: WM266-4 cells transfected with siRNA control or targeting RhoB and treated with PLX4032 
2 µM, 72h. Cells were analyzed for western blot. A is a representative experiment and B quantification 
of 5 independent experiments. 




D : WM266-4 were treated with equal indicated concentration of PI3K/AKT inhibitors (LY294002, 
MK-2206 or G594) and PLX4032, survival was measured 72 hours later. Combination index (CI) were 
calculated with Compusys. 
E : WM266-4 were co-transfected with siRNA CTRL or RhoB and plasmid CTRL or encoding AKT-
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Figure S7:
  
siRNA Plasmid logIC50 IC50 (µM) P-value compared
to CTRL siRNA
CTRL pCMV6-CTRL 0,174 ± 0,071 1,492
<0,0001
RhoB 2 pCMV6-CTRL - 0,468  ± 0,061 0,3407
CTRL pCMV6-Akt-myr 0,2818 ± 0,099 1,913
NS
RhoB 2 pCMV6-Akt-myr 0,340 ± 0,120 2,189
Table S2:




CTRL 0,053 ± 0,063 1,13
RhoB 1 - 0,471 ± 0,056 0,338 <0,0001
RhoB 2 - 0,551 ± 0,051 0,281 <0,0001
AZD6422
CTRL - 0,448 ± 0,053 0,357
RhoB 1 - 0,842 ± 0,040 0,144 <0,0001
RhoB 2 - 0,710 ± 0,064 0,195 <0,005
A375
PLX4032
CTRL 0,475 ± 0,088 2,983
RhoB 1 - 0,087 ± 0,064 0,819 <0,0001
RhoB 2 - 0,055 ± 0,053 0,277 <0,0001
AZD6422
CTRL - 0,609 ± 0,132 0,246
RhoB 1 - 1,083 ± 0,055 0,083 <0,005
RhoB 2 - 0,945 ± 0,070 0,114 <0,005
SK-MEL2 AZD6422 CTRL - 1,324 ± 0,044 0,047
RhoB 1 - 1,886 ± 0,032 0,013 <0,0001
RhoB 2 - 1,855 ± 0,045 0,014 <0,0001
Table S1:
  
Table S3: siRNA sequences
Sequence / reference Provider
si-Ctl SR-CL000-005 Eurogentec
si-RhoB 1 GGCAUUCUCUAAAGCUAUG-TT Eurogentec
si-RhoB 2 GCUAAGAUGGUGUUAUUUA-TT Eurogentec
si-Slug GCAGACAGGUCAAAUCUGA-TT Ambion (4390824)
si-Snail 1 GGUGUGACUAACUAUGCAA-TT Eurogentec
si-Snail 2 GCGAGCUGCAGGACUCUAA-TT Eurogentec
si-ZEB 1 UGAUCAGCCUAAUCUGCA-TT Eurogentec
si-ZEB 2 Smart-pool L-006564-01-0005 Thermo-Fisher
si-MITF 1 AGCAGUACCUUUCUACCAC-TT Eurogentec







Table S4: RT-qPCR primer sequences




































Activation de RhoB sous Vemurafenib 
 
 L’article en préparation montre qu’en réponse au Vemurafenib, l’expression de RhoB est 
fortement induite, résultat de son activation transcriptionnelle. En revanche le statut d’activation de 
RhoB n’a pas été caractérisé dans cette étude. Or, de nombreux stress connus pour induire 
l’expression de RhoB augmentent également son niveau d’activation. Nous citerons à titre d’exemple 
les UV et la Camptothécine (Canguilhem et al., 2005; Mamouni et al., submitted). 
 Afin d’analyser le niveau d’activation de RhoB en réponse au Vemurafenib, un anticorps 
recombinant anti-pan-Rho activées développé au laboratoire a été utilisé (Keller, données non 
publiées). Après 48 h de traitement par le PLX4032, le taux des formes totale et activée de RhoB est 
respectivement augmenté d’un facteur 5 et 10 (Figure I). Suggérant que parallèlement à 
l’augmentation de son expression, RhoB est activé avec une augmentation d’un facteur 2 du rapport 
forme activée/forme totale. De plus, la quantification des formes actives de RhoA et RhoC montre 
que la forme active de RhoA est également augmentée d’un facteur de 2 alors que celle de RhoC 
reste stable.  
 Les formes actives de RhoA et RhoB sont augmentées d’un facteur proche de 2 suggérant 
qu’un même régulateur pourrait en être la cause. Il pourrait correspondre à une RhoGAP ou une 
RhoGEF commune à RhoA et B mais ne reconnaissant pas RhoC. XPLN, GEF spécifique de RhoA et B 
apparaît comme un candidat potentiel. Ces données sont issues d’une seule expérience préliminaire 
et devront être confirmées. 
 
 
Mécanisme de mort cellulaire 
 
 Nous avons montré dans l’article en préparation présenté ci-avant que la prévention de 
l’induction de RhoB sous PLX4032 induisait l’apoptose via la diminution de l’activation d’AKT. Dans le 
but d’identifier les acteurs moléculaires impliqués dans cette apoptose, nous avons dans un premier 
temps analysé l’expression des membres de la famille Bcl-2. 
 Nous nous sommes en particulier intéressés aux protéines pro-survie Bcl-2, Bcl-xL et aux 
protéines pro-apoptotiques Bax et Bim. Ces protéines apparaissaient comme des candidats 
particulièrement pertinents car d’une part il a été montré dans des kératinocytes que RhoB favorisait 
la survie via AKT en modulant le ratio Bax/Bcl-2 (Meyer et al., 2013), d’autre part que la perte de 





Aplin, 2012) et enfin que Bcl-xL  pouvait participer à la limitation de l’efficacité des inhibiteurs de la 
voie MAPK (Corcoran et al., 2013). 
 L’expression de Bcl-2 et de Bcl-xL n’est modifiée ni par le PLX4032, ni par la déplétion de RhoB 
(Figure II-A). Concernant Bim, sous PLX4032, une augmentation des 3 formes EL, S et L peut être 
observée, mais qui n’est pas modulée par la déplétion de RhoB. Enfin, l’expression de la forme 
conventionnelle de Bax de 21 kDa n’est pas modifiée, cependant, une forme plus courte de 18 kDa 
est présente lorsque les voies MAPK et RhoB sont conjointement inhibées (Figure II-A). 
 Cette forme de 18 kDa semble jouer un rôle pro-apoptotique : la forme tronquée ayant perdu 
le domaine impliqué dans la liaison de Bax à Bcl-2 et Bcl-xL, ne serait alors plus neutralisée par Bcl-2 
et Bcl-xL et induirait donc l’apoptose. 2 mécanismes de génération de cette forme tronquée ont été 
décrits dans la littérature (Figure II-B). Selon le premier, Bax serait clivé par les calpaïnes, elles-
mêmes activées en réponse au stress et induirait alors le relargage du cytochrome C depuis la 
mitochondrie, activant les caspases conduisant in fine à l’apoptose (Cao et al., 2003). Selon, le 
deuxième, Bax serait clivé par les caspases et participerait seulement au phénomène d’amplification 
du signal apoptotique (Choi et al., 2001).  
 Dans notre cas, l’utilisation d’un inhibiteur de calpaïnes, la Calpeptine n’a permis de prévenir ni 
le clivage de Bax, ni l’induction de l’apoptose illustrée par le clivage de la caspase 3 et de PARP 
(Figure II-C). De plus, la mesure par cytométrie de l’activité enzymatique des calpaïnes n’a pas 
montré de modification de cette dernière en présence d’un ARNi dirigé contre RhoB par rapport au 
contrôle (Figure II-D). Finalement, l’utilisation du Z-VAD-FMK, inhibiteur de caspases, permet de 
diminuer à la fois le clivage de PARP et de Bax démontrant que dans ce cas de figure Bax est clivé en 
aval de caspase (Figure II-E). 
 
 Afin l’élargir le spectre de effecteurs de l’apoptose, un profil d’expression protéique de ces 
derniers a été réalisé à l’aide d’un kit commercial. Les quantifications sont présentées dans le tableau 
I. Nous noterons que l’expression de SMAC/Diablo, HO-1, c-IAP1 ainsi que celle de la forme 
phosphorylée de Rad17 sont modifiées entre la condition PLX4032/siCTRL et PLX4032/siRhoB. 
L’expression de HO-1 et de c-IAP1 a été analysée ensuite par western blot. Cependant, nous ne 
sommes pas parvenus à détecter HO-1 et aucune différence n’a été observée avec c-IAP1 (données 
non montrées) mettant en cause la validité des résultats de cette expérience. 
 
 La voie de signalisation précise par laquelle la voie AKT contrôle l’apoptose sous PLX4032 dans 






Exploration des autres fonctions de RhoB dans la réponse au Vemurafenib 
 
Migration et Invasion 
 
 L’article ci-avant s’est focalisé sur le rôle de de l’induction de RhoB sous PLX4032 dans la survie 
cellulaire. Cependant, l’inhibition de la voie MAPK dans les cellules de mélanome, outre son rôle sur 
la survie et la prolifération, est également capable d’inhiber la migration et l’invasion. Les 
RhoGTPases, et en particulier RhoB, intervenant également dans ces processus, nous avons voulu 
déterminer si l’induction de RhoB participait à l’activité anti-migratoire et anti-invasive du PLX4032 
(Bousquet et al., 2009). 
 Nous avons observé que la déplétion de RhoB augmente l’activité anti-migratoire du PLX4032. 
Ceci pourrait suggérer que l’induction de RhoB sous PLX4032 s’oppose à l’activité anti-migratoire du 
PLX4032 (Figure III-A). Cependant, étant donné que la déplétion de RhoB augmente la sensibilité des 
cellules au PLX4032, il n’est pas exclu que cet effet soit simplement lié au différentiel du nombre de 
cellules. 
 Concernant l’invasion, dans des modèles de chambre de Boyden, nous avons observé que 
contrairement aux résultats publiés par le laboratoire dans un modèle de cellules pulmonaires 
(Bousquet et al., 2009), la déplétion de RhoB inhibe très fortement l’invasion dans les cellules 
WM266-4. Quant au PLX4032, il inhibe totalement l’invasion et l’ARNi dirigé contre RhoB ne modifie 
pas cet effet (Figure III-B). 
 De la même manière, dans des modèles de sphéroïdes inclus en matrice les ARNi dirigés contre 
RhoB diminuent l’invasion et augmentent l’effet anti-invasif du PLX4032 (Figure III-C et D). 
 
 Le PLX4032 inhibe fortement la migration et l’invasion. Cependant, du fait de l’activité de RhoB 
sur la prolifération, il est difficile de conclure sur son rôle dans l’activité anti-migratoire et anti-





 Au cours des analyses de cycle cellulaire présentées dans l’article, nous avons pu constater que 
le traitement par le PLX4032 induisait une forte proportion de cellules binuclées. Cette observation a 
été faite par FACS et en immunofluorescence (Figure IV-A). Ce phénomène semble extrêmement 





 Or des travaux du laboratoire ont montré que RhoB, en particulier la forme farnésylée, 
prévenait la mort post-mitotique en réponse aux radiations ionisantes en prévenant la surduplication 
des centrosomes (Milia et al., 2005). De plus, des données récentes du laboratoire suggèrent que 
RhoB pourrait également participer à la cytokinèse et notamment compenser les défauts de 
cytokinèse induits par la Blebbistatine (Gence et al., données non publiées). Par conséquent, ces 
résultats laissent supposer que RhoB pourrait intervenir en réponse au PLX4032 dans la binucléation 
précédemment présentée et/ou dans la réponse cellulaire à ce processus. 
 Cependant la déplétion de RhoB ne modifie pas le taux de binucléation suggérant que RhoB 
n’intervient pas dans ce phénomène (Figure IV). 
 
 Ces résultats démontrent un effet inattendu et non décrit du Vemurafenib qui pourrait 
intervenir dans la réponse thérapeutique de ce dernier. De plus amples investigations sur ce 
phénomène semblent intéressantes à conduire. 
 
 
RhoB peut-il constituer un biomarqueur prédictif de réponse au Vemurafenib ? 
 
 Les résultats présentés dans l’article montrent que RhoB est impliqué dans la réponse 
cellulaire au PLX4032. Il nous est apparu intéressant de déterminer si RhoB joue également un rôle 
chez les patients et en particulier s’il peut constituer un biomarqueur prédictif de réponse. En effet, 
certains patients sont résistants d’emblée au Vemurafenib, il serait judicieux de pouvoir les identifier 
initialement afin de leur proposer un autre traitement alternatif tel que l’Ipilimumab ou une inclusion 
dans un protocole d’essai clinique. De plus, au sein des patients répondeurs, il existe une grande 
hétérogénéité sur la durée de cette réponse. Dans ce cas aussi, il pourrait être intéressant de pouvoir 
identifier les patients répondeurs de courte durée afin qu’ils puissent suivre un autre traitement ou 
une association thérapeutique plus efficace sur la durée. 
 Nous avons montré dans l’article que l’induction de RhoB sous PLX4032 était responsable 
d’une atténuation de la réponse cellulaire. A ce titre, une expression constitutive forte pourrait 
également être à l’origine d’une moindre réponse. 
 Afin de tester l’hypothèse d’une corrélation entre l’expression de RhoB et la réponse cellulaire, 
nous avons analysé sur un panel de lignées cellulaires de mélanome métastatique porteuses de 
mutation de BRAFV600X, l’expression de RhoB avant et après traitement et déterminé leur IC50 vis-à-





 Comme l’indique la Figure V-D à F, l’expression constitutive de RhoB est corrélée avec l’IC50 
des lignées cellulaires testées. Un fort taux basal induit une résistance au PLX4032. En revanche 
l’expression après traitement et le facteur d’induction ne semblent pas être corrélés à la réponse. 
 Une analyse de l’expression de RhoB au sein d’une petite cohorte de patients est actuellement 
en cours à la recherche d’une telle corrélation. 
 
 Les résultats présentés dans l’article montrent que l’induction de RhoB sous PLX4032 est 
impliquée dans la résistance à ce dernier. Nous avons souhaité déterminer ici si une forte expression 
de RhoB était directement en lien avec la résistance montrée dans les corrélations présentées-ci 
dessus. Pour cela la sensibilité au PLX4032 en réponse à l’inhibition de RhoB a été mesurée dans la 
lignée 501mel exprimant très fortement RhoB, n’induisant pas RhoB en réponse au PLX4032 et 
présentant une IC50 > 5 mM. Bien que la déplétion de RhoB soit efficace, aucun effet de cette 
dernière n’a pu être cependant observé sur la sensibilité au PLX4032 (Figure VI). Ainsi dans la lignée 
cellulaire testée nous n’avons pas pu montrer que la seule déplétion de RhoB pouvait re-sensibiliser 
ces cellules.  
 Par  conséquent, ces resultats montrent que l’expression constitutive pourrait constituer un 
marqueur prédictif de réponse indépendamment de son rôle propre. Ces résultats sont bien entendu 
à confirmer sur un plus large panel de lignées cellulaires et sur une cohorte de patients. Ce dernier 




























Figure I : Immunoprécipitation des Rho-GTP
Les cellules WM266-4 ont été traitées ou non par du PLX4032 à 1 µM pendant 48 h. Les lysats ont
été mis en contact avec un anticorps synthétique H12 spécifique des protéines Rho liées au GTP.
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siRhoB 2 / DMSO
siCTRL / PLX4032
siRhoB 2 / PLX4032
Figure II : Implication des membres de la famille de Bcl-2 et en particulier de Bax dans
l’apoptose induite sous PLX4032 par la déplétion de RhoB
A: Les cellules WM266-4 ont été transfectées avec des ARNi ciblant RhoB ou un ARNi contrôle
puis traitées ou non avec 2 µM de PLX4032 pendant 72 h. Les lysats cellulaires obtenus ont été
analysés par western blot
B:Mécanisme de clivage de Bax décrit dans la littérature (Adapté de Cao, 2003 et Choi, 2001)
C: Les cellules WM266-4 transfectées avec un ARNi contrôle ou ciblant RhoB sont traitées avec 2
µM de PLX4032 additionné ou non de 25 µM de Calpeptine. Après 72 h, les lysats cellulaires
obtenus ont été analysés par western blot.
D: Les cellules WM266-4 transfectées avec un ARNi contrôle ou ciblant RhoB, ont été traitées ou
non avec 2 µM de PLX4032. Après 72h, les cellules ont été incubées pendant une 1h avec un
substrat fluorigénique des calpaïnes, le t-BOC, puis analysées par cytométrie en flux
E: : Western blot des cellules WM266-4 transfectées avec un ARNi contrôle ou ciblant RhoB puis
































































siCTRL siRhoB 2 siCTRL siRhoB 2
Bad 1,00 0,99 0,90 0,88
Bax 1,00 0,98 0,94 0,94
Bcl-2 1,00 0,87 0,84 0,93
Caspase 3 totale 1,00 0,97 0,93 0,91
Caspase 3 clivée 1,00 0,96 0,87 0,91
Catalase 1,00 1,02 0,91 0,92
c-IAP1 1,00 0,94 1,00 0,64
c-IAP2 1,00 0,98 1,02 1,03
Claspin 1,00 0,99 0,74 0,75
Clusterin 1,00 1,03 1,07 1,12
Cytochrome c 1,00 0,94 1,34 1,24
TRAIL R1 1,00 0,89 0,79 0,79
TRAIL R2 1,00 0,76 0,61 0,68
FADD 1,00 0,92 0,90 0,83
FAS 1,00 0,78 1,07 0,91
HIF-1α 1,00 1,07 1,05 1,11
HO-1 1,00 0,98 2,09 1,13
HO-2 1,00 0,96 0,89 0,69
HSP27 1,00 1,06 1,03 0,87
HSP60 1,00 1,01 1,00 0,96
HSP70 1,00 1,02 1,05 0,91
HTRA2 1,00 0,93 1,06 0,94
Livin 1,00 0,88 0,53 0,42
PON2 1,00 0,85 0,80 0,76
P21 1,00 2,02 0,96 1,12
p27 1,00 1,01 1,37 1,30
P53-p(S15) 1,00 0,96 1,04 1,03
P53-p(s46) 1,00 1,06 1,18 1,22
P53—(s392) 1,00 1,14 1,40 1,26
Rad17-P 1,00 1,12 1,55 1,04
SMAC/Diablo 1,00 1,01 1,18 0,82
Claspin 1,00 0,68 0,59 0,49
TNF 1,00 0,95 1,19 1,12
XIAP 1,00 0,81 0,77 0,74
Tableau I : Profil d’expression
protéique de marqueur apoptotique
Les cellules WM266-4 ont été
transfectées avec un ARNi contrôle
ou ciblant RhoB puis traitées ou non
avec 2 µM PLX4032 pendant 72h.
Les cellules ont ensuite été lysées et
les lysats incubés avec les membranes
d’immuno-array (R&D) puis ces
dernières ont été révélées par
chemilumiscence et les spots
quantifiés par analyse d’image.
Les ratios de chaque condition par
rapport à la condition siCTRL/DMSO
sont reportés dans le tableau et en
rouge sont indiqués les facteurs pour
lesquels la différence entre les
condition siCTRL/PLX4032 et
siRhoB/PLX4032 est supérieure à
50% et en orange ceux pour lesquels






































Figure III : Rôle de l’induction de RhoB sous PLX4032 dans la migration et l’invasion
cellulaires
A et B : Capacités de migration (A) et d’invasion (B) des cellules WM266-4 préalablement
transfectées avec des ARNi ciblant RhoB et traitées ou non avec du PLX4032 48 h, évaluées en
chambre de Boyden coatées (B) ou non (A) avec du matrigel.
C et D : Invasion des sphéroides de cellules WM266-4 transfectées avec des ARNi ciblant RhoB


















































Figure IV : Le PLX4032 induit la binucléation des cellules indépendamment de l’induction de
RhoB
Les cellules WM266-4 transfectées avec un ARNi ciblant RhoB ou contrôle traitées ou non avec
2 µM de PLX4032 pendant 72 h, colorées avec du DAPI, ont été observées par microscopie à
fluorescence (A) et le nombre de cellules binuclées a été quantifié (B). Les flèches montrent des
exemples de cellules binuclées.
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Figure V : Corrélation entre l’expression de RhoB et la sensibilité au PLX4032 dans des
lignées cellulaires de mélanome métastatique porteuses de mutations BRAFV600X
A :Mesure de l’IC50 du PLX4032 de lignées de mélanome par MTS suite à 72 h de traitement
B et C : Expression de RhoB dans les lignées de mélanomes analysées par RT-qPCR (B) et
western blot (C).
D, E, F : Corrélation entre l’IC50 du PLX4032 et l’expression RhoB constitutive ou après
traitement par du PLX4032 (1 µM, 48 h) mesurée par RT-qPCR.
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Figure VI : Réponse des cellules 501mel au PLX4032 et à la déplétion de RhoB
A : Western blot des cellules 501mel transfectées avec un ARNi contrôle ou des ARNi ciblant
RhoB puis traitées ou non avec 2 µM de PLX4032 pendant 72h.
B: Les cellules 501mel transfectées avec un ARNi contrôle ou des ARNi ciblant RhoB ont été

































































 Au cours de ces travaux nous avons mis en évidence, l’activation de la voie c-Jun/RhoB/AKT en 
réponse à l’inhibition de la voie Ras/Raf/MEK/ERK dans les cellules de mélanome. Cette dernière 
participe à la survie cellulaire et potentiellement à la résistance aux inhibiteurs de la voie MAPK 
utilisés en clinique tel que le Vemurafenib, le Dabrafenib et le Trametinib. La voie de signalisation 
identifiée est présentée dans le schéma ci-contre. 
 
L’activation de RhoA et RhoB en réponse au Vemurafenib 
 Nos résultats montrent qu’en réponse au Vemurafenib l’expression de RhoB est induite par 
une activation transcriptionnelle. Cette induction s’accompagne également d’une augmentation de 
sa forme activée. 
 Le mécanisme conduisant à cette activation n’a pas été élucidé. Cependant, XPLN pourrait 
entrer en jeu. En effet, l’activité de RhoA et RhoB mais pas de RhoC est également augmentée en 
réponse au Vemurafenib, or XLPN est une GEF commune à RhoA et RhoB ne reconnaissant pas RhoC 
(Arthur, 2002).  
 Nos données sur l’activation de RhoA en réponse au Vemurafenib rejoignent l’article de Klein 
& Higgins (Klein and Higgins, 2011). Cet article montre en effet que si l’expression de RhoA n’est pas 
modifiée en réponse au Vemurafenib elle joue un rôle dans la migration résiduelle sous  Vemurafenib 
et potentiellement la résistance à ce dernier. Cela pourrait être expliqué par une augmentation de 
son activité en réponse au Vemurafenib comme le montre nos données. 
  
Le contrôle de l’expression de RhoB par c-Jun 
 En réponse au Vemurafenib, les facteurs d’induction de la protéine, de l’ARNm et de l’activité 
du promoteur sont comparables (facteur proche de 2 à 24h et atteignant 5 après 48 h de traitement) 
suggérant que l’activation transcriptionnelle est le seul facteur en cause. Cela semble assez 
surprenant car le plus souvent plusieurs mécanismes coopèrent pour induire RhoB en réponse au 
stress. Par exemple, en réponse aux UV, il y a une activation transcriptionnelle, une stabilisation du 
messager et une augmentation de la traduction (Canguilhem et al., 2005; Glorian et al., 2011). 
 Au niveau de l’activation transcriptionnelle, il a été montré que les facteurs c-Jun, ATF-2 et NF-





2011). Ces derniers se fixeraient au niveau des séquences CCAAT (pATF2 et c-Jun préférentiellement 
sur la iCCAAT et P300 au niveau de la CCAAT), induirait le décrochage de HDAC1 permettant le 
recrutement de P300 et la surexpression de RhoB. Dans cet article, le raccourcissement du 
promoteur de RhoB induit une diminution progressive de l’induction suggérant que la séquence 
iCCAAT ne serait pas la seule requise. Au contraire, un article précédent montrait que sous UV 
l’induction de RhoB impliquait également NF-YA, ATF-2 et un autre facteur non identifié (dont nous 
pouvons, à juste titre, supposer qu’il s’agirait de c-Jun) mais dépendait uniquement de la iCCAAT 
(Fritz and Kaina, 2001).  
 Dans notre cas, seule l’iCCAAT semble jouer un rôle étant donné qu’un même facteur 
d’induction est retrouvé avec toutes les constructions utilisées et seule la mutation de l’iCCAAT la 
prévient. Cependant la mutation de l’iCCAAT ne prévient que de manière partielle l’augmentation de 
l’activité du promoteur en réponse au Vemurafenib. Ceci pourrait suggérer qu’une autre séquence 
soit impliquée, bien qu’aucun site de régulation ne soit décrit sur le petit fragment de promoteur 
responsable de l’augmentation résiduelle d’activité en réponse au Vemurafenib.  
 De plus, afin d’attester que la réponse au Vemurafenib induit le même mécanisme que celui 
décrit plus haut, des analyses de ChiP seraient nécessaires pour prouver la fixation de c-Jun sur le 
promoteur de RhoB ainsi que l’échange entre HDAC1 et P300. Nous avons tenté de montrer que 
l’Histone Acétyl Trasférase (HAT) P300 était impliquée dans l’induction de RhoB à l’aide d’inhibiteurs 
de P300 (Garcinol et Curcumin). Cependant aucun effet sur l’induction de RhoB n’a pu être mis en 
évidence (données non montrées). Par ailleurs les inhibiteurs de HAT disponibles sont peu 
spécifiques, ont une faible solubilité et nous ne disposons pas des moyens techniques pour s’assurer 
de leur action sur la cible. Il aurait été plus judicieux d’utiliser un ARNi. 
 Néanmoins, nous ne pourrons nous empêcher de souligner que l’induction de RhoB n’est que 
partiellement prévenu par l’ARNi dirigé contre c-Jun suggérant par conséquent que d’autres facteurs 
pourraient intervenir. 
 Enfin, l’effet de l’ARNi de c-Jun sur la sensibilité au PLX4032 est plus fort que celui de l’ARNi de 
RhoB et la surexpression de RhoB ne prévient que partiellement l’effet de l’ARNi c-Jun suggérant que 
la sensibilité induite par la déplétion de c-Jun ferait intervenir des facteurs supplémentaires. En effet, 
c-Jun contrôle l’expression de nombreux gènes en particulier via les sites AP-1. Etant donné l’effet 
majeur de l’ARNi c-Jun sur la sensibilité au PLX4032, il semblerait pertinent de mieux comprendre à la 
fois son mécanisme d’induction mais également les voies indépendantes de RhoB par lesquelles il 
intervient dans la réponse PLX4032. 
 En conclusion, nos travaux ont montré l’implication de l’iCCAAT du promoteur de RhoB ainsi 
que de c-Jun dans l’induction de RhoB en réponse au PLX4032. Cependant, plusieurs zones d’ombres 





moléculaire exact. En effet, il a été décrit que l’induction de RhoB en réponse au TGFβ faisait 
intervenir la fixation de Smad3 sur l’iCCAAT ou une séquence superposée (Vasilaki et al., 2010). Bien 
qu’il n’ait pas été décrit à ce jour de modulation de la voie du TGFβ en réponse au PLX4032, une telle 
altération n’est pas à exclure, et Smad3 pourrait alors participer à la modulation de RhoB dans la 
réponse au PLX4032. 
 
L’activation de c-Jun en réponse au Vemurafenib 
 Alors que l’activation d’ERK est plutôt décrite pour activer c-Jun (Lopez-Bergami, 2011; Lopez-
Bergami et al., 2007; Meng and Xia, 2011), nos travaux mettent en évidence que l’inhibition de la 
voie MAPK par le Vemurafenib provoque l’induction de c-Jun. Ceci semble assez inattendu, 
néanmoins une étude de transcriptomique réalisée dans l’équipe du Pr Marais a mis en évidence 
l’induction de c-Jun en réponse à au moins 24 h d’inhibition de la voie MAPK dans des cellules de 
mélanomes par des inhibiteurs de B-Raf ou de MEK (Packer et al., 2009). Ces données sont 
disponibles dans les informations fournies en ligne en complément de l’article mais ne sont 
absolument pas commentées. De plus, un poster présenté au congrès de l’AACR en 2013, mettait 
également en évidence par une étude de protéomique l’induction de la forme totale et phosphorylée 
de c-Jun en réponse à au moins 24 h d’inhibition de la voie MAPK dans des cellules de mélanomes 
(Fallahi-Sichani et al., 2013). Ces 2 études soutiennent ainsi nos données. 
 Le mécanisme conduisant à l’activation de c-Jun observée dans notre travail reste à 
déterminer. Les voies MAPK non canoniques, JNK et plus épisodiquement p38, ont été décrites pour 
activer c-Jun en particulier au cours de processus conduisant à l’induction de RhoB (Ahn et al., 2011; 
Kim et al., 2010b). Cependant dans le contexte de ces travaux, JNK et p38 ne semblent pas 
impliquées. En effet, le traitement des cellules par le PLX4032 n’induit pas l’activation de ces MAPK 
et aurait au contraire tendance à les inhiber. De plus l’utilisation d’inhibiteurs de ces kinases ne 
prévient pas l’induction de c-Jun. Si initialement nous avions émis l’hypothèse de l’implication de 
rétrocontrôles croisés entre les voies MAPK pouvant en particulier faire intervenir les DUSPs, cette 
hypothèse est invalidée par l’absence de lien avec p38 et JNK. 
 En dehors de JNK, peu de voies alternatives d’activation de c-Jun ont été décrites. Un article 
décrit l’activation de c-Jun dans des cellules de mélanome en réponse à la surexpression de RhoC 
mais non à celle de RhoA ou de RhoB (Spangler et al., 2012). Dans nos travaux ni l’expression ni 
l’activation de RhoC ne sont modifiées éliminant l’hypothèse que c-Jun serait induit par la 
modulation de RhoC. 
 Visiblement il existe 2 mécanismes parallèles conduisant d’une part à l’induction de la forme 
totale et d’autre part à celle de la forme activée de c-Jun. En effet, nous avons observé que 





activée n’est manifeste que plus tardivement (après 24 h). Or le mécanisme de régulation de c-Jun 
habituellement décrit correspond à une activation de c-Jun qui, via un rétrocontrôle positif sur son 
propre promoteur, induit son expression par activation transcriptionnelle (Meng and Xia, 2011). Dans 
nos travaux, le mécanisme est vraisemblablement différent étant donné que l’augmentation de la 
forme totale précède celle de la forme activée et reste à élucider.  
 Les microARNs pourraient intervenir. D’une part, l’inhibition de la voie MAPK dans des cellules 
de mélanomes mutées BRAF modifie l’expression de nombreux microARNs (Couts et al., 2012). 
D’autre part, plusieurs microARNs ont été décrits pour réguler l’expression de c-Jun comme les miR-
125b et miR-155 (Kappelmann et al., 2012; Song et al., 2012a). Toutefois aucun de ces microARNs 
n’est retrouvé dans l’étude précédente. 
  
La voie RhoB/AKT 
 Dans le modèle proposé, RhoB via l’activation d’AKT participe à la survie des cellules en 
réponse au PLX4032. Comme cela a été détaillé dans la revue bibliographique, RhoB peut être pro ou 
anti-apoptotique et dans les 2 cas, l’implication d’AKT et de NF-κB a été décrite. La voie NF-κB n’a pas 
été étudiée au cours de ces travaux. En revanche, la voie AKT semble résumer l’intégralité de l’effet 
de la déplétion de RhoB sur la sensibilité au PLX4032. L’expression d’AKT-myr, mutant myristoylé 
d’AKT et constitutivement actif, prévient complètement la sensibilité induite par l’ARNi de RhoB. 
Cependant, il n’est pas à exclure l’existence d’autres mécanismes totalement masqués lors des 
expériences de ré-expression du fait de la forte surexpression d’AKT-myr dans le modèle utilisé. 
 Si la régulation de la voie AKT par RhoB a déjà été décrite, le mécanisme en jeu reste à 
déterminer. Comme cela été présenté dans la revue bibliographie, PP2A et/ou PKN pourraient 
intervenir. A ce jour, nous n’avons aucun argument nous permettant de prédire quelle voie pourrait 
être impliquée. 
 
Induction de l’apoptose via l’inhibition d’AKT 
 Nos travaux montrent sans équivoque que l’inhibition conjointe de la voie MAPK et d’AKT 
présente une activité synergique in cellulo. Alors que d’une part les inhibiteurs d’AKT ont peu d’effet 
sur la prolifération et aucun sur l’apoptose (illustré par l’absence de clivage de PARP) et que d’autre 
part le PLX4032 n’induit qu’une apoptose très modérée, il existe une forte létalité en réponse à 
l’association. Ces travaux soutiennent l’intérêt de l’évaluation d’une telle association thérapeutique 
chez les patients. 
 Cependant, nous ne sommes pas parvenus à déterminer le mécanisme moléculaire d’induction 
de l’apoptose. En effet, si l’implication des caspases ne fait aucun doute, les effecteurs précis par 





de l’apoptose que nous avons réalisé n’a été que peu informatif. En effet, seuls 4 marqueurs peu 
pertinents étaient modifiés, et apparaissaient peu fiables puisque après analyse par western blot, 
aucune variation d’expression n’a pas pu être retrouvée. 
 La voie PI3K/AKT contrôle de nombreuses voies de signalisation pouvant influencer la survie, le 
mécanisme le plus couramment décrit correspondant à l’inhibition de la protéine pro-apoptotique 
BAD conséquente à sa phosphorylation directe par AKT (Liu et al., 2009). Cependant, les cellules 
WM266-4 utilisées pour la majeure partie de l’article ne semblent pas exprimer BAD. En effet, aucun 
des différents anticorps dirigés contre la forme totale et la forme phosphorylée que nous avons 
testés en western blot n’a révélé de bande. Ces résultats semblent donc mettre en doute 
l’implication de BAD dans notre cas de figure. 
 De manière surprenante, l’analyse des cellules avec de l’annexine/PI et l’analyse du potentiel 
mitochondrial n’ont montré aucune différence (données non montrées). Cependant ceci pourrait 
être lié à la durée de l’expérience et au fait que la mesure n’a pas été réalisée au temps optimum. En 
effet, la mort cellulaire est significative à partir de 72 h, c’est en conséquence un mécanisme lent et 
différent de ceux couramment étudiés avec ces techniques. Toutefois, il n’est pas à exclure que 
l’apoptose soit induite via un mécanisme original. Cette hypothèse est en particulier soutenue par la 
présence du clivage de Bax rarement décrit dans la littérature. 
 Dans tous les cas, à ce jour le mécanisme précis par lequel la perte d’activation d’AKT induit la 
mort cellulaire reste à définir. L’élucidation de cette voie pourrait déboucher sur la découverte d’une 
cible thérapeutique plus spécifique qu’AKT. En effet, nous ne pourrons nous empêcher de rappeler 
que la protéine AKT est au centre d’une voie de signalisation ubiquitaire impliquée dans de 
nombreux processus cellulaires. Par conséquent, l’index thérapeutique des inhibiteurs d’AKT en 
cours de développement pourrait être étroit et ainsi limiter les doses administrables et donc 
l’efficacité. 
 
Le Vemurafenib induit une reprogrammation génétique 
 Au cours de ces travaux nous avons pu montrer qu’en réponse au Vemurafenib, l’expression 
de nombreux gènes était modifiée dont c-Jun, RhoB, Rac1b, RhoJ, RhoQ, Rnd3/RhoE, Snail, Slug et 
ZEB1. Dans la majorité des cas la modulation est tardive (à partir de 24 heures), suggérant qu’elle est 
indirecte. 
 Nos résultats sont soutenus par l’étude de transcriptomique, menée dans l’équipe du Pr 
Marais, montrant qu’un grand nombre de gènes sont modulés en réponse à une inhibition de longue 
durée de la voie MAPK (Packer et al., 2009). En réponse au PLX4720, analogue structural du PLX4032, 
l’expression de seulement 21 gènes est modifiée après 2 h, de 102 après 6 h et de 346 après 24 h de 





l’expression génique au sein des cellules de mélanomes. La part de chaque voie de signalisation ainsi 
modulée dans la réponse ou la résistance thérapeutique reste à définir. Une part non négligeable 
d’entre elles pourrait limiter la réponse thérapeutique comme cela est le cas pour la voie c-
Jun/RhoB/AKT identifiée dans ces travaux ou FOXD3 comme cela a été montré par les travaux de 
l’équipe du Pr Aplin (Abel et al., 2013; Basile et al., 2011). 
 Nous noterons cependant que parmi les gènes que nous avons identifiés seuls c-Jun, 
Rnd3/RhoE et ZEB1 sont retrouvés dans l’étude de transcriptomique. Cela pourrait être lié à un 
manque de significativité à 24 h alors que la majorité nos résultats ont été obtenus à 48 h (en 
particulier, l’expression des ARNm des RhoGTPases). A titre d’exemple pour RhoB, à 24 h l’induction 
n’a pas encore atteint son maximum. D’autre part, concernant Snail et Slug notre étude a été faite au 
niveau protéique, la régulation pourrait n’avoir lieu qu’au niveau protéique expliquant l’absence de 
ces facteurs dans l’étude de transcriptomique. Un poster présenté à l’AACR concernait une étude de 
protéomique après 6, 24 et 48 h de traitement, il pourra être intéressant de confronter nos données 
dès lors que ces résultats seront publiés (Fallahi-Sichani et al., 2013). 
 
Importance de l’induction de l’apoptose dans la réponse thérapeutique 
 L’induction de l’apoptose spécifiquement dans les cellules cancéreuses apparaît comme le 
Graal en pharmacologie anti-cancéreuse. En effet, l’avantage d’un traitement cytotoxique par 
rapport à un traitement cytostatique est d’une part la régression tumorale (qui n’est peut-être pas 
strictement nécessaire dans un contexte de thérapie adjuvante par exemple) et d’autre part la 
prévention de l’émergence de résistance. Si par essence, les chimiothérapies conventionnelles 
permettent d’induire l’apoptose, elles ne sont absolument pas spécifiques. Au contraire, si les 
thérapies ciblées atteignent cet objectif de spécificité, elles sont le plus souvent uniquement 
cytostatiques et ne parviennent pas à l’élimination complète de la tumeur. Nous citerons l’exemple 
de l’Imatinib, qui en dépit de réponse hématologique et cytogénétique, rapide et complète, doit être 
administré à vie suggérant que l’intégralité des cellules leucémiques n’est pas éradiquée mais 
uniquement mise en dormance. 
 Dans un tel contexte des stratégies de létalité synthétique ont été développées. Le principe 
étant d’associer 2 drogues ayant séparément peu ou pas d’effet cytotoxique et dont la combinaison 
deviendrait fortement cytotoxique. Ce travail doctoral débouche sur la proposition d’une telle 
combinaison dans le cadre du mélanome. En effet, le PLX4032 n’a qu’un effet modéré in vitro sur 
l’apoptose alors que l’inhibition conjointe de la voie c-Jun/RhoB/AKT augmente fortement cette 
apoptose. En conséquence outre une augmentation de la réponse, la combinaison avec un inhibiteur 
d’AKT pourrait prévenir l’apparition de résistance d’autant plus que de nombreux mécanismes de 








RhoB, biomarqueur prédictif de réponse thérapeutique ? 
 Afin d’améliorer la prise en charge, l’idéal serait de disposer d’un marqueur prédictif de 
réponse dans l’optique de faire bénéficier aux patients résistants ou faibles répondeurs par exemple 
d’une combinaison thérapeutique. Dans ce but, nous avons cherché à déterminer si une expression 
forte de RhoB pouvait être un marqueur prédictif de mauvaise réponse au Vemurafenib. Nous avons 
pu montrer qu’il existait une corrélation entre l’expression de RhoB et une moindre sensibilité. Des 
marquages sont actuellement en cours sur des biopsies d’une petite cohorte de patients afin de 
déterminer si une telle corrélation est retrouvée. 
 Cependant au niveau mécanistique, la déplétion de RhoB dans des cellules résistantes 
exprimant fortement RhoB ne les sensibilise pas suggérant que si l’expression de RhoB est 
potentiellement corrélée à la réponse cela pourrait être indépendant de la fonction propre de RhoB 
et donc du mécanisme mis en évidence dans l’article. Ces résultats doivent tout de même être 
nuancés, d’une part une seule lignée résistante a été testée, et d’autre part cette lignée possède 
d’après la base de donnée COSMIC une mutation de la β-caténine. De ce fait, cette lignée pourrait 
être peu dépendante de la voie MAPK, raison pour laquelle la déplétion de RhoB ne permettrait pas 







Conclusions & Perspectives  
 
 Au cours de ce travail doctoral, nous avons mis en évidence l’activation de la voie                                          
c-Jun/RhoB/AKT en réponse à l’inhibition de la voie MAPK par le Vemurafenib dans les cellules de 
mélanomes. Si plusieurs zones d’ombre persistent sur le mécanisme moléculaire exact en jeu, il 
apparaît évident que cette voie pourrait jouer un rôle crucial dans la réponse thérapeutique au 
Vemurafenib. Effectivement, elle limite l’activité cytotoxique du Vemurafenib sur des cultures 
cellulaires. En conséquence, nous avons proposé d’associer au Vemurafenib un inhibiteur d’AKT et 
montrer que cette association était fortement synergique et conduisait à une létalité synthétique. 
 
 L’activation de cette voie ainsi que l’activité synergique de l’association proposée restent à 
démontrer in vivo. Une expérimentation chez la souris Nude porteuse de tumeurs de mélanome 
xenogreffées doit être réalisée dans les semaines à venir afin de valider cette synergie. Des essais 
cliniques de phase I/II associant le Vemurafenib à un inhibiteur d’AKT sont actuellement en cours. Ils 
ont vraisemblablement été développés sur une base empirique et nos travaux amènent des 
arguments moléculaires justifiant pleinement leur développement. 
 
 De plus, des effets inattendus du PLX4032 ont été mis en évidence (modulation d’expression 
de nombreux gènes dont c-Jun, plusieurs RhoGTPases et des facteurs impliqués dans l’EMT) 
démontrant que le mécanisme d’action de ce dernier est finalement assez mal caractérisé. Afin de 
mieux comprendre les résistances au Vemurafenib mais également la réponse thérapeutique (en 
particulier dans l’optique de pouvoir les transposer dans d’autres cancers), il apparaît crucial de 
parfaitement déterminer les mécanismes en jeu au niveau moléculaire, cellulaire et de la tumeur 
dans sa globalité (en particulier le rôle du microenvironnement).  
 
 En outre, les mécanismes de résistance pourraient varier en fonction des patients, dans un tel 
contexte l’identification de facteurs déterminant dans la réponse thérapeutique devrait idéalement 
conduire une personnalisation de la prise en charge via la proposition de combinaisons 
thérapeutiques spécifiquement adaptés à chaque patient. Nos résultats préliminaires corrélant 
l’expression de RhoB et la résistance au Vemurafenib sur des lignées cellulaires, pourraient 
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Titre : Rôle de la petite GTPase RhoB dans la résistance des mélanomes aux thérapies ciblées 
 
Résumé : 
La prise en charge des mélanomes métastatiques a été récemment révolutionnée par la mise sur le marché 
du Vemurafenib, un inhibiteur de l’oncogène BRAFV600E. Cependant, l’efficacité de ce traitement est limitée 
par l’apparition rapide de résistances encore mal comprises. Ce travail doctoral a conduit à l’identification 
d’une nouvelle voie de résistance à cet inhibiteur ainsi qu’aux inhibiteurs de MEK, autre classe d'inhibiteurs 
nouvellement utilisée dans les mélanomes. 
En réponse à l’inhibition de la voie Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) par les inhibiteurs de B-Raf ou de MEK, c-Jun 
est surexprimé et activé, conduisant à la surexpression de la petite GTPase RhoB par activation 
transcriptionnelle dépendante de la boite iCCAAT de son promoteur. RhoB ainsi induite favorise la survie 
cellulaire en présence des inhibiteurs via l’activation de la voie AKT. L’inhibition de cette voie                        
c-Jun/RhoB/AKT, par des ARNs interférents ou des inhibiteurs d’AKT potentialise l’efficacité des inhibiteurs 
de B-Raf et de MEK en induisant l’apoptose. 
En conclusion, nous avons mis en évidence l’implication de la voie c-Jun/RhoB/AKT dans la résistance au 
Vemurafenib et démontré l’activité synergique de l’association d’un inhibiteur d’AKT au Vemurafenib. 
Enfin, nos travaux amènent les arguments moléculaires soutenant le développement des associations 
d’inhibiteurs de B-RAF/MEK et d’AKT actuellement en cours d’essais cliniques. 
 




Title: Involvement of the small GTPase RhoB in melanoma resistance to targeted therapies 
 
Summary:  
Melanoma treatment recently met a breakthrough with the approval of Vemurafenib, a BRAFV600E 
inhibitor. However, its efficiency is limited as patients rapidly develop resistances still misunderstood. This 
project reveals an original pathway involved in resistance to Vemurafenib and also to MEK inhibitors, 
another new therapeutic class approved in melanoma.  
In response to Ras/Raf/MEK/ERK pathway inhibition by B-Raf or MEK inhibitors, c-Jun is overexpressed and 
activated leading to RhoB overexpression by an iCCAAT box-dependent transcriptional activation. Induced 
RhoB favors cell survival in response to these inhibitors in an AKT-dependent manner. Inhibition of the       
c-Jun/RhoB/AKT pathway with siRNA or AKT inhibitors potently increases B-Raf and MEK inhibitors 
efficiency through apoptosis triggering. 
In conclusion, we identified for the first time the involvement of the c-Jun/RhoB/AKT pathway in 
Vemurafenib resistance and demonstrated the synergism of the Vemuranib/AKT inhibitor association. In 
fact, we demonstrated, at molecular level, the relevance of current clinical evaluation of B-Raf/MEK and 
AKT inhibitors association. 
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